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Vorwort. 


Die  vorlieg-ende  Anleitung  zur  mikroskopischen  Untersuchung 
pathologisch-anatomischer  Präparate  ist  auf  Anregung  des  Herrn  Pro- 
fessor Ziegler  entstanden.  Sie  ist  in  erster  Linie  dazu  bestimmt, 
in  erweiterter  Form  die  „Technik  der  Histologischen  Untersuchung 
Pathologisch- anatomisch  er  Präparate“  zu  ersetzen,  welche  den  ersten 
drei  Auflagen  des  Lehrbuches  der  pathologischen  Anatomie  von  Ernst 
Ziegler  beigegeben  war,  w’elche  dann  aber  für  die  vierte  und  für  die 
fünfte  Auflage  nicht  wieder  neu  bearbeitet  wurde.  Dieselbe  ist  daher 
der  vorliegenden  Bearbeitung  an  zahlreichen  Stellen  zugrunde  gelegt. 

Dem  rein  praktischen  Zweck,  dem  das  Buch  dienen  soll,  ent- 
sprechend, sind  die  Namen  von  Autoren  nur  insoweit  angeführt,  als  es 
zur  kurzen  Bezeichnung  bestimmter  Methoden  wünschenswert  erschien. 

Fr  eihur  g,  im  Oktober  1889. 

V.  Kahlden. 


Vorwort  zur  zweiten  Auflage. 


Die  zweite  Auflage  der  „Technik“  hat  an  zahlreichen  Stellen  Zu- 
sätze und  Erweiterungen  erfahren.  Es  gilt  das  namentlich  von  den 
Abschnitten  über  Darstellung  der  Zelleinschlüsse,  über  Färbung  der 
Bakterien,  der  tierischen  Parasiten  und  vor  allem  des  Zentralnerven- 
systems. Das  Kapitel  über  Entkalkung  ist  vollständig  umgearbeitet. 

Freihurg,  im  Dezember  1891. 


v.  Kahlden. 


VI 


Vorwort. 


Vorwort  zur  dritten  Auflage. 


In  der  vorliegenden  dritten  Auflage  der  „Technik“  sind  nament- 
lich die  Kapitel  über  Bakterienfärbung,  über  Färbung  der  Haut  und 
des  Zentralnervensystems  mit  zahlreichen  Zusätzen  versehen  worden. 
Das  Kapitel  über  die  Untersuchung  des  Blutes  ist  entsprechend  seiner 
immer  mehr  zunehmenden  Wichtigkeit  umgearheitet  und  wesentlich 
erweitert  w^orden. 

Freiburg,  im  Juli  1893. 

V.  Kahlden. 


Vorwort  zur  vierten  Auflage. 


Die  vierte  Auflage  der  „Technik“  hat  zahlreiche  Zusätze  und  Er- 
weiterungen erfahren,  besonders  in  den  Kapiteln  über  Härtung  der 
Präparate,  Untersuchung  der  Haut  und  der  Knochen.  Neu  eingefügt 
ist,  mehrfach  geäußerten  Wünschen  entsprechend,  ein  kurzer  Ab- 
schnitt über  das  Bakterienkulturverfahren,  und  dementsprechend  sind 
in  dem  Kapitel  über  die  Färbung  der  pathogenen  Bakterien  auch  deren 
wichtigste  Kultureigenschaften  ausgegeben.  Von  den  früheren  Auf- 
lagen der  „Technik“  ist  eine  englische,  italienische  und  russische 
Übersetzung  erschienen,  eine  französische  in  Vorbereitung. 

Freiburg,  im  Juli  1895. 

V.  Kahlden. 


Vorwort  zur  fünften  Auflage. 


Die  vorliegende  fünfte  Auflage  der  Technik  ist  mit  zalilreichen 
Zusätzen  und  Erweiterungen  versehen  worden,  die  trotz  mancher  Ab- 
kürzungen eine  Zunahme  des  Umfangs  um  eUvas  mehr  als  einen  Bogen 
bedingen. 

Ents])rechend  den  Erfahrungen  der  letzten  beiden  Jahre  ist  in 
dem  Ka])itel  über  die  Härtung  der  Präparate  die  hormalinluiitung 
umgearbeitet  und  auch  bei  den  einzelnen  Organen  eingehender  beiück- 


Vorwort. 
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sichtigt  worden.  Vermehrungen  haben  ferner  erfahren  die  Absclinitte 
über  Haut,  Bakterien,  Protozoen,  Blut,  vitale  Methylenblaumethode 
und  Färbung  der  Ganglienzellen.  Die  Darstellung  der  Glia  ist  voll- 
ständig umgearbeitet.  Bei  dem  Zentralnervensystem  glaube  ich  außer- 
dem durch  eine  schärfere  Scheidung  der  Methoden  für  Färbung  der 
Kerne,  der  Ganglienzellen,  der  Achsenzylinder,  der  Markscheiden  und 
der  Glia,  sowie  durch  einen  einleitenden  Hinweis  auf  diejenigen  Me- 
thoden, die  bei  der  Bearbeitung  pathologischer  Fälle  in  erster  Linie 
in  Betracht  kommen,  die  Übersichtlichkeit  und  die  Brauchbarkeit  er- 
höht zu  haben. 

Eine  französische  Übersetzung  der  Technik  ist  Ende  des  Jahres 
1895  erschienen. 

Freiburg,  im  Dezember  1897. 

V.  Kahlden. 


Vorwort  zur  sechsten  Auflage. 


Auch  die  vorliegende  sechste  Auflage  der  Technik  hat  so  zahl- 
reiche Zusätze  und  Erweiterungen  erfahi-en,  daß  eine  Zunahme  des 
Umfangs  nicht  zu  vermeiden  war.  Das  Kapitel  über  Bakterien  dürfte 
in  seiner  jetzigen  Gestalt  genügen,  um  die  mündliche  Unterweisung 
im  Laboratorium  so  weit  als  nötig  zu  ergänzen;  von  den  Kapiteln 
über  Blut  und  Zentralnervensystem  hoffe  ich,  daß  sie  auch  für  ein- 
gehendere Spezialarbeiten  alles  Wissenswerte  enthalten. 

Freiburg,  im  Juni  1900. 

V.  Kahlden. 


Vorwort  zur  siebenten  Auflage. 


Schon  bald  nach  Professor  v.  Kahlden’s  Tode  erhielt  ich  von  der 
Verlagsbuchhandlung  die  Aufforderung,  eine  neue  Auflage  der  „Tech- 
nik zu  bearbeiten.  Ich  leistete  um  so  lieber  Folge,  als  ich  durch 
jahrelangen  Gebrauch  überzeugt  war,  daß  an  dem  Wesen  und  Aufbau 
des  Buches  keine  Änderung  nötig  sei.  Daher  betreffen  die  Umge- 
staltungen des  früheren  Textes  nur  unwesentliche  Punkte,  in  denen 
abweichende  persönliche  Erfahrungen  dies  nötig  machten.  Dagegen 


VIII 


Vorwort. 


sind  zahlreiche  Zusätze  und  Erweiterungen  erforderlich  gewesen,  die 
teils,  dank  dem  rastlosen  Suchen  nach  neuen  färberischen  oder  mikro- 
skopischen Eeaktionen,  in  neu  veröftentlichten  Methoden  bestehen, 
teils  durch  zunehmende  Wichtigkeit  schon  früher  bekannter  Hilfs- 
mittel bedingt  sind.  Speziell  seien  von  derartigen  Zusätzen  genannt : 
die  modernen  Fett-,  Kalk-,  Glykogenfärbungen,  die  vitale  und  super- 
vitale Färbung,  ferner  neue  Glia-  und  Achsenzylinderfärbungen.  Der 
stetig  sich  erweiternden  Anwendung  der  Gefriermikrotome  mußte  eben- 
falls Eechnung  getragen  werden. 

Dem  Zwecke  des  Buches  entsprechend,  ein  Eatgeber  bei  der 
praktischen  Arbeit  im  Laboratorium  zu  sein,  sind  auch  ferner  Literatur- 
angaben nur  gelegentlich  gemacht  worden.  Für  Spezialarbeiten  sei 
als  Nachschlagewerk  auf  die  auch  die  neuere  Literatur  enthaltende 
„Enzyklopädie  der  mikroskopischen  Technik“  Berlin-Wien  1903  hin- 
gewiesen, sowie  auf  die  „Zeitschrift  für  wissenschaftliche  Mikroskopie“, 
die  stetig  den  neuesten  technischen  Errungenschaften  Eechnung  trägt. 

Freiburg,  im  Dezember  1903. 

Gierke. 
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Erstes  Kapitel. 


Mikroskope  und  Utensilien  zur  mikroskopischen 

Untersuchung. 


Für  (len  gewöhnlichen  Gebrauch  genügen  ein  oder  zwei  schwächere 
Ohjektivlinsen,  und  eine  stärkere,  die  eine  300-fache  Vergrößerung 
gibt.  Ebenso  reichen  in  der  Eegel  zwei  Okulare  aus,  ein  schwächeres 
und  ein  stärkeres.  Es  ist  im  allgemeinen  Eegel,  das  schwächere 
Okular  anzuweuden.  Das  Okular  gibt  nämlich  nur  eine  Vergrößerung 
von  dem  durch  die  Objektivlinse  entworfenen  Bilde,  nicht  von  dem 
Präparat  seihst.  Etwaige  Fehler,  die  also  diesem  Bilde  anhaften, 
erscheinen  hei  dem  stärkeren  Okular  um  so  auffälliger.  Außerdem 
ist  das  Gesichtsfeld  viel  dunkler  als  bei  dem  schwachen  Okular. 

Eine  Ausnahme  von  dieser  Eegel  machen  die  sog.  Apochromaten, 
welche  eine  weitere  Vergrößerung  der  Bilder  mittels  sehr  starker 
Okulare  ermöglichen,  ohne  daß  die  Bilder  an  Schärfe  verlieren. 

Die  meisten  Mikroskope  besitzen  einen  Hohl-  und  einen  Plan- 
spiegel, welche  das  Licht  auf  das  Präparat  werfen.  Man  wendet  in 
der  Eegel  den  Hohlspiegel  an.  Der  Planspiegel  eignet  sich  für  die 
allerschwächsten  Vergrößerungen. 

Für  die  Untersuchung  von  Bakterien  ist  eine  sog.  Ölimmersions- 
linse Ö wünschenswert.  Bei  dem  Gebrauch  derselben  bringt  man 
zwischen  die  Linse  und  die  obere  Fläche  des  Deckglases  einen  Tropfen 
von  einem  Öl,  meist  Zedernöl,  oder  einem  Gemisch  verschiedener  Öle, 
welches  dasselbe  Brechungsvermögen  hat  wie  das  Glas,  und  durch 
w'elches  die  Luft  mit  ihrem  von  dem  des  Glases  abweichenden 
Brechungskoefflzienten  ausgeschaltet  wird.  Zur  Einstellung  wird  der 
Tubus  zunächst  bis  zum  Kontakt  der  Linse  mit  dem  Öltropfen  gesenkt 
und  mit  dem  Triebrad  soweit  eingestellt,  daß  ein  verschwommenes 
Bild  entsteht;  dann  wird  die  feine  Einstellung  mit  der  Mikrometer- 
schraube bewirkt. 

Zui'  Entfernung  des  Immersionsöles  von  der  Linse  bedient  man 
sich  eines  feinen  Leinwandläppchens,  welches  mit  Benzin  oder  Xylol 
befeuchtet  i.st.  Von  dem  Deckglas  entfernt  man  das  Immersionsöl 
ebenso,  zweckmäßigerweise  aber  erst  dann,  wenn  der  Kanadabalsam 
fest  geworden  ist,  und  eine  Verschiebung  des  Deckgläschens  über  dem 
Präparate  nicht  mehr  möglich  ist. 


..  \i  Die  früher  gebräuchlichen  Wnsserinimersionen  sind  durcli  die  viel  besseren 
Oliminerslonen , welche  allein  zur  Untersuchung  von  Bakterien  geeignet  sind,  voll- 
ständig verdrängt. 

V.  Kahlden,  Technik  der  histologischen  Untersuchung.  7.  Aull. 
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Mikroskop  und  Utensilien. 


Feinere  Verunreinigungen  durch  Staub  entfernt  man  von  den 
Okularen  und  von  den  Objektivlinsen  mit  einem  dünnen  Leinwand- 
läppchen oder  einem  zarten  Haarpinsel.  Bei  gröberen  und  fester  an- 
haftenden Verunreinigungen  wendet  man  ebenfalls  wieder  Benzin  oder 
Xylol  an,  muß  sich  aber  hüten,  daß  man  nicht  etwa  den  Kanadabalsam, 
mit  dem  die  einzelnen  Linsen  des  Objektivs  an  einander  befestigt 
sind,  löst. 

Durch  Drehen  des  Okulars  läßt  sich  leicht  entscheiden,  ob  etwa 
vorhandene  Verunreinigungen  dem  Okular  oder  dem  Objektiv  anhaften. 
Für  starke  Trocken  Systeme  erwünscht,  für  Ölimmersionen  erforderlich 
ist  ein  Kondensor,  resp.  AuBE’scher  Beleuchtungsapparat,  welcher 
durch  eine  Linse  sämtliche  von  dem  Spiegel  des  Mikroskops  aus- 
gehenden Lichtstrahlen  in  dem  Präparate  vereinigt.  Bei  seiner  An- 
wendung soll  der  Planspiegel  benutzt  werden. 

Wenn  man  auch  nicht  von  vornherein  sich  ein  Mikroskop  mit 
Immersionslinse  und  ABBE’schem  Beleuchtungsapparat  anschafft,  so  tut 
man  doch  gut,  bei  der  Wahl  eines  Stativs  auf  die  Möglichkeit  Rück- 
sicht zu  nehmen,  daß  sich  später  noch  Immersions-  und  Beleuchtungs- 
apparat anbringen  lassen.  Bei  Immersionslinsen  ist  namentlich  die 
grobe  Einstellung  des  Tubus  mit  der  Hand  mit  mancherlei  Unannehm- 
lichkeiten verknüpft;  sie  wird  durch  ein  Tiiebrad,  wie  es  sich  an  den 
größeren  Stativen  findet,  wesentlich  erleichtert. 

Jedem,  der  sich  ein  Mikroskop  anschaffen  will,  ist  anzuraten,  daß 
er  sich  bezüglich  der  Wahl  der  Firma,  der  Auswahl  des  Instruments 
und  seiner  Prüfung  an  ein  pathologisches  Institut  wendet.  Folgende 
Firmen  sind  empfehlenswert: 

C.  Zeiß,  Jena. 

W.  u.  H.  Seibert,  Wetzlar. 

E.  Leitz,  Wetzlar. 

Alle  diese  optischen  Werkstätten  stellen  Kataloge  auf  Verlangen 
gratis  zur  Verfügung. 

Für  die  meisten  Untersuchungen  genügen  die  Objektive  II  und 
VII  von  Leitz,  I,  III  und  V^  von  Seibert,  aa  oder  A,  AA  und  E 

von  Zeiß.  _ , . o -u  ^ 

Unter  den  Immersionen  sind  die  Immersionslinsen  7,0  von  beioert 

oder  von  Zeiß  respektive  von  den  anderen  Firmen  am  meisten  zu 
empfehlen,  ö 


Am  besten  bedient  man  sich  zu  mikroskopischen  Untersuchungen 
des  Tageslichts;  grelles  Sonnenlicht  eignet  sich _ gar  nicht,  auch  das 
vom  blauen,  unbewölkten  Himmel  stammende  Licht  ist  seiner  halbe 
wegen  nicht  besonders  zweckmäßig.  Am  meisten  empfiehlt  es  sich, 
das  Licht  von  einer  weißen,  nicht  zu  stark  von  der  Sonne  beleuchteten 
Wolke  oder  einer  hellen  Wand  zu  nehmen. 

An  iedem  Mikroskop  befinden  sich  Vorrichtuiigen,  um  die  In- 
tensität des  Lichtkegels,  der  vom  Spiegel  auf  das  Präparat 
wird,  dadurch  beliebig  abzuschwächen,  daß  die  Öffnung 
tisch  oder  manchmal  unter  demselben  verkleinert  wird.  Die  einiac 
Sch  eiben  biendun  gen,  die  sich  häufig  noch  an  kleinen 


b Wegen  der 
für  die  praktischen 
löge  verwiesen. 


rpochromatischen  Mikroskope,  deren 

ntersuchungen  der  hohe  Preis  entgegensteht,  sei  auf  die  Kata 


Mikroskop  uud  Utensilien. 
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skopen  befinden,  sind  minder  empfehlenswert,  weil  sie  nicht  bis  dicht 
an  das  Präparat  herangebracht  werden  können,  nnd  weil  sie  das 
diffuse  seitliche  Licht  nicht  abzuhalten  vermögen. 

Durch  den  Mangel  dieser  Nachteile  zeichnen  sich  die  Zylinder- 
blendungen aus,  die  in  einem  Schlitten  unter  dem  Objekttisch  von 
der  Seite  her  vorgeschoben  werden  können  und,  sobald  sie  in  der 
Achse  der  Tischöffnung  angelangt  sind,  nach  oben  bis  dicht  an  das 
Präparat  vorgerückt  werden.  Sehr  empfehlenswert  sind  die  in  Ver- 
bindung mit  dem  ABBE’schen  Beleuchtungapparat  angewandten  sog. 
Irisbien  den,  welche  eine  beliebige  Abstufung  der  Lichtmenge  durch 
einen  einfachen  Handgriff'  ermöglichen. 

Je  mehr  Licht  man  auf  ein  Präparat  einwirken  läßt,  desto  mehr 
verschwinden  die  Strukturvei’hältnisse  desselben,  weil  die  feineren 
Konturen  in  dem  ad  maximum  durchsichtig  gemachten  Präparate 
unsichtbar  werden;  dagegen  treten  die  Farbenunterschiede  deutlicher 
hervor.  Daraus  folgt,  daß  man  für  ungefärbte  Präparate  eine  engere 
Blendung  anwenden  muß,  während  für  gefärbte  eine  weitere  am 
Platze  ist. 

Die  stärkste  Beleuchtung,  die  möglich  ist:  weite  oder  gar  keine 
Blendung  und  dazu  noch  die  Verstärkung  des  Lichts  durch  den  Kon- 
densor, wendet  man  bei  der  Untersuchung  gefärbter  Bakterienprä- 
parate au.  Man  erreicht  dadurch,  daß  in  dem  Präparate  die  ge- 
färbten Bakterien  um  so  deutlicher  hervortreten,  weil  das  Struktnr- 
bild,  durch  welches  sie  bei  gewöhnlicher  Beleuchtung  leicht  verdeckt 
werden,  ganz  oder  fast  ganz  ausgeschaltet  ist. 

Ist  man  genötigt,  sich  des  künstlichen  Lichts  beim  Mikroskopieren 
zu  bedienen,  so  korrigiert  man  die  mehr  oder  weniger  gelbe  Farbe 
desselben  dadurch,  daß  man  zwischen  die  Lichtquelle  und  den  Spiegel 
des  Mikroskops  entweder  eine  blaue  Glastafel,  oder  auch  eine  sog. 
Schusterkugel  einschaltet,  d.  h.  eine  Glaskugel,  die  mit  einer  durch 
Ammoniakzusatz  blau  gefärbten  Lösung  von  schwefelsaurem  Kupfer- 
oxyd gefüllt  ist. 

Außerdem  gibt  es  eine  Eeihe  von  eigens  konstruierten  Mikro- 
skopierlampen. 

Bei  der  von  Kochs-Wolz  (Bonn)  konstruierten  Lampe  wird  das 
Petroleum-  oder  Gaslicht  von  einem  Reflektor  an  eine  bestimmte  Stelle 
des  über  die  Lampe  gestülpten  schwarzen  Schornsteins  reflektiert  und 
von  hier  aus  vermittels  eines  gebogenen  Glasstabes  direkt  bis  unter 
das  Objekt  — mit  Ausschaltung  des  Spiegels  — geleitet.  Zu  er- 
wähnen sind  außerdem  noch: 

Mikroskopierlampe  von  Hartnack  in  Potsdam  für  Gas  und 
Petroleum. 

Mikroskopierlampe  von  Dr.  Lassar,  für  Petroleum,  zu  beziehen 
durch  F.  W.  Dannhäuser,  Leipzig,  Weststraße  12. 

Kann  Gasglühlicht  als  Lichtquelle  verwendet  werden,  so  benutzt 
man  am  besten  eine  Mattscheibe,  auf  die  man  mittels  einer  mit  blauer 
ammoniakalischer  Kupfersulfatlösung  gefüllten  Schusterkugel  das  Licht 
konzentriert. 

Von  Nebenai)paraten,  die  entweder  die  Handhabung  des  Mikro- 
skops erleichtern,  oder  nur  für  gewisse  Untersuchungen  in  Betracht 
kommen,  sind  zu  nennen: 

1)  Ein  sog.  Revolver apparat,  d.  h.  eine  drehbare  Scheibe, 
an  der  2 — 5 Objektivlinsen  angeschraubt  werden  können.  Dadurch 
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Mikroskop  und  Utensilien. 


Wird  die  schnelle  Uiitersiiclmng  ein  und  derselben  Stelle  die  sich 
sonst  oft  bei  dem  ^^^echseln  der  Objektive  verschiebt,  der  Eeihe  nach 
mit  verschiedenen  Vergrößerungen  sehr  erleichtert.  In  neuerer  Zeit 
kommen  auch  schlitten  artige  Apparate  zum  Wechseln  der  Linsen  in 
Gebrauch. 

2)  Ein  0 k u 1 a r m i k r 0 m e t e r.  Dasselbe  stellt  einen  feinen,  auf 
einer  Glasplatte  eingeritzten  Maßstab  dar,  der  sich  in  dem  Okular- 
zylinder befindet.  In  diesen  wird  er  entweder  von  der  Seite  ein- 
geschoben oder,  nachdem  man  die  obere  Linse  des  Okularzylinders 
abgeschraubt  hat,  so  eingesenkt,  daß  er  auf  einen  iu  dem  Zylinder 
befindlichen  ringförmigen  Vorsprung  zu  liegen  kommt. 

3)  Ein  Z eichen apparat,  am  besten  die  Camera  von  Abbe 
oder  die  von  Seibert  konstruierte.  Durch  dieselbe  wird  vermittels 
zweier  Prismen  ein  Bild  des  mikroskopischen  Präparats  auf  das  in 
der  Höhe  des  Objekttisches  aufgelegte  Zeichenpapier  entworfen.  Es 
wird  dadurch  die  Herstellung  der  genauen  Konturen  des  Präparats 
und  seiner  einzelnen  Teile  sehr  erleichtert. 

Im  übrigen  bedarf  man  zum  Zeichnen  eines  kleinen  Zeichen- 
tisches, dessen  Platte  mit  dem  Objekttisch  in  einer  Höhe  liegt. 

Ein  von  Leitz  konstruiertes  Zeichenokular  geMattet  direkt  hinter 
dem  um  45%  geneigten  Stative  auf  der  Tischebene  zu  zeichnen. 

Zum  Zeichnen  bedient  man  sich  verschieden  harter  Bleistifte. 
Viele  Zeichnungen  lassen  sich  sehr  gut  mit  der  Feder  und  verschieden- 
farbiger Tinte  hersteilen. 

Heizbarer  Objekttisch,  Polarisationsapparat  und  Spektroskop 
kommen  für  die  gewöhnlichen  Untersuchungen  nicht  in  Betracht. 

Sehr  empfehlenswert  für  das  Präparieren  feiner  Objekte  ist  eine 
Lupe,  die  an  einem  Handgrüf  oder  auch  an  einem  Stativ  befestigt  ist. 


Sonstige  Utensilien. 

Die  Objektträger  sollen  von  weißem  Glas  sein.  Am  be- 
quemsten ist  das  sog.  englische  Format.  Dieselben  werden  mit  Schutz- 
leisten von  Pappdeckel  versehen,  welche  man  mit  sirupdicker,  spiri- 
tuöser  Schellacklösung  aufklebt,  und  deren  obere  Fläche  zur  Bezeich- 
nung des  Präparats  dient. 

Die  Deckgläscheii  dürfen  im  allgemeinen  nicht  dicker  als 
0,16  mm  sein.  Man  hält  sich  solche  von  verschiedener  Größe  vor- 
rätig je  nach  der  Größe  der  einzulegenden  Schnitte. 

Als  billiger  Ersatz  für  Deckgläschen  werden,  besonders  bei  großen  Schnitten 
und  solchen,  die  nicht  länger  aufgehoben  werden  sollen,  Glimmerplattchen  em- 
pfohlen. . . 

Objektträger  und  Deckgläschen  werden  durch  Einlegen  in  eine 
Schale  mit  Spiritus  und  nachheriges  Abtrocknen  mit  einem  feinen 

Leinwandlappen  gereinigt.  , , 

Außerdem  bedarf  man  einer  Anzahl  von  Glassch  alchen  in  \ei- 
schiedenen  Größen,  in  denen  das  Färben,  Auswaschen  der  Präparate 
usw  ausgeführt  Avird.  Zum  AiifbeAvahren  von  Schnittpraparaten,  die 
HSt  sofort  eingelegt  werden,  dienen  Glasdoseu,  die  mit  einem 
Deckel  verschlossen  Averden  können. 

Schließlich  kommen  G 1 a s s t ä b e , K a j)  i 1 1 a r r ö h r e n Reagens- 
gläser  und  Flaschen  von  verschiedener  Große  in  Gebraiicli. 


Mikroskop  luul  Utensilien. 
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Der  Glasnadeln  bedient  man  sich,  wenn  man  mit  Metall- 
lösnngen  arbeitet  und  bei  der  Ansführimg  der  Eisenreaktionen. 

Wenn  man  viele  Schnitte  auf  einmal  zu  färben  hat,  so  kann  man 
sich  dazu  der  STEiNACHEu’schen  Sieb  dosen  (zu  beziehen  durch 
Sichert,  Wien,  Alsenstraße)  bedienen. 

Dieselben  bestehen  aus  einer  Glasdose,  deren  Boden  siebförmig 
durchlöchert  ist,  und  die  in  eine  oder  der  Reihe  nach  in  mehrere 
äußere  Dosen  eingesetzt  wird,  so  daß  die  auf  dem  Sieb  aufliegenden 
Sclmitte  mit  den  verschiedenen  Reagentien,  welche  man  in  die  äußeren 
Dosen  eingießt,  behandelt  werden  können. 

Bezugsquellen  für  Glaswaren  sind: 

S.  König,  Berlin,  Dorotheenstraße  35. 

F.  und  M.  Lautenschläger,  Berlin,  Ziegelstraße. 

Dr.  Rohrbeck,  Firma  Z.  F.  Lume,  Berlin. 

W.  P.  Stender,  Leipzig. 

Fon  MetaUinstrumenten  kommen  in  Gebrauch:  Präparier- 
nadeln,  Pinzetten,  Scheren,  Skalpells,  Spatel  usw. 

Die  Präpariernadeln  müssen  immer  vollständig  blank  und  frei  von 
jeder  Rauhigkeit  sein,  Aveil  sonst  feine  Schnitte  leicht  an  denselben 
hängen  bleiben.  Man  kann  die  Präpariernadeln,  wenn  sie  rauh  ge- 
worden sind,  auf  feinem  Glaspapier  abschleifen  und  nachher  auf  einem 
Leder  noch  glätten.  Am  zweckmäßigsten  sind  diejenigen  Präparier- 
nadeln, bei  welchen  die  Nadel  an  einem  Stiele  angeschraubt  und  dem- 
entsprechend jedesmal,  wenn  sie  schlecht  geworden  ist,  durch  eine 
neue  ersetzt  werden  kann. 

Sehr  brauchbar  ist  ferner  zu  allen  Manipulationen,  zum  Auffangen 
und  Übertragen  von  Schnitten,  zum  Entfernen  der  Schnitte  von  der 
Schneide  des  Mikrotommessers  usw.  eine  silberne,  biegsame,  oben 
stumpfe  Nadel. 

Zum  Übertragen  der  Schnitte  aus  einer  Flüssigkeit  in  die  andere, 
namentlich  von  Wasser  in  Alkohol,  sowie  zum  Ausbreiten  derselben 
auf  dem  Objektträger  dient  dann  ein  Spatel.  Am  zweckmäßigsten 
sind  solche  von  dünnem  Platinblech,  die  sich  in  allen  beliebigen  Größen, 
auch  so,  daß  sie  für  größere  Übersichtsschnitte,  z.  B.  des  Zentral- 
nervensystems, ausreichen,  herstellen  lassen. 

Von  den  dickeren  Messingspateln  lassen  sich  die  Schnitte  nicht 
so  gut_  abziehen  und  ausbreiten.  Außerdem  werden  dieselben  durch 
verschiedene  Reagentien  angegriffen. 


Zweites  Kapitel. 

Untersuchung  frischer  Präparate. 

Bei  der  mikroskopisclien  frischen  Untersucliuiig  von  Ge- 
weben,  die  entweder  der  Leiclie  oder  dem  Lebenden  entnommen  sind, 
Avird  das  nötige  Untersuchungsmaterial  in  der  Regel  durch  Zer- 
zupfen  gewonnen.  Man  exzidiert  mit  der  Pinzette  und  einer  kleinen 
Uber  die  hläche  gebogenen  Schere  ein  möglichst  kleines  Partikelchen 
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und  zerzupft  dasselbe  mittels  zweier  Präpariernadeln  auf  dem  Objekt- 
träger in  einem  Tropfen  Wasser  oder  physiologischer  Kochsalz- 
lösung so  lange,  bis  eine  feinere  Zerteilung  nicht  mehr  möglich  ist. 
Isotonisch  ist  für  den  Warmblüter  eine  0,9  proz.,  für  den  Kaltblüter 
eine  0,6  proz.  Kochsalzlösung. 

Die  Kochsalzlösung  hat  vor  dem  Wasser  den  Vorzug,  daß  in  ihr 
die  Gewebe  nicht  so  aufquellen,  und  daß  auch  die  feineren  Struktur- 
verhältnisse besser  erhalten  bleiben. 

Sog.  künstliches  Serum  kann  man  sich  dadurch  bereiten, 
daß  man  9 Teile  der  Kochsalzlösung  mit  1 Teil  Hühnereiweiß  versetzt. 
In  einer  derartigen  Zusatzflüssigkeit  verharren  die  Zellen  länger  in 
lebensfähigem  Zustande.  Ähnliche  Vorteile  bieten  seröse  Flüssigkeiten, 
Blutserum,  Hydroceleflüssigkeit  usw. 

Wenn  es  sich  um  Bakterienbefunde  in  frischen  Präparaten  handelt, 
so  darf  man  niemals  außer  acht  lassen,  daß  schon  im  destillierten 
Wasser,  noch  mehr  aber  in  der  Kochsalzlösung  Backterienentwicklung 
stattfinden  kann,  und  daß  Bakterien,  die  sich  im  Präparat  finden, 
eventuell  auch  aus  der  Zusatzflüssigkeit  stammen  können,  namentlich 
wenn  dieselbe  nicht  mehr  frisch  ist. 


Für  alle  Zusatz-  und  Untersuchungsflüssigkeiten  mikroskopischer 
Präparate  gilt  als  Regel,  daß  man  nur  einen  kleinen  Tropfen  davon 
auf  den  Objektträger  bringt.  Nimmt  man  zuviel  Flüssigkeit,  so  liegt 
das  Deckglas  nicht  fest  auf  und  schwimmt  entweder  selbst  weg,  oder 
es  geraten  wenigstens  die  einzelnen  Zellen  im  Präparat  in  eine  für 
die  Untersuchung  sehr  störende  Bewegung.  Außerdem  hindert  oder 
verlangsamt  die  Untersuchungsflüssigkeit,  wenn  sie  in  zu  großer  Menge 
zugesetzt  ist,  die  Einwirkung  anderer  Reageutien,  die  man  etwa  noch 
anwenden  möchte. 

Das  Zerzupfungsverfahren  kommt  hauptsächlich  zur  Anwendung 
bei  der  Untersuchung  von  Muskeln,  Gehirn,  Rückenmark,  Herz  und 
bei  denjenigen  Geschwülsten,  die  ein  reichlicheres  Stroma  besitzen. 
Bei  der  Untersuchung  von  Nerven  und  Muskeln  müssen  die  exzidierten 
Teilchen  klein  sein  und  dürfen  nur  kurze  Abschnitte  von  Nerven- 
und  Muskelfasern  enthalten,  weil  längere  Abschnitte  sich  sehr  schwer 


trennen  und  zerteilen  lassen. 

Oft  ist  das  Zerzupfen  der  frischen  Präparate  in  Partikelchen,  die 
klein  und  fein  genug  zur  mikroskopischen  Untei’suchung  sind,  sehr 
schwierig.  Man  legt  dann  die  Stückchen  für  24  Stunden  odei  läugei 
in  eine  sog.  Mazeratioiis-  und  Isolatioiisflüssigkeit.  dieser 

Zeit  ist  dann  das  Zerzupfen  in  feinste  Teilchen  leicht  möglich. 

Wenn  man  tierische  Organstückchen  mittels  einer  Isolations- 
methode untersucht,  so  gilt  als  Regel,  daß  man  die  betreifenden 
Stückchen  sofort  nach  der  Tötung  des  Tieres  in  die  gewählte  isola- 
tionsflüssigkeit  überträgt.  Menschliche  Organteile  sollen  ebentalls  so 
frisch  wie  möglich  der  Einwirkung  der  Isolatioiisflüssigkeit  ausgesetzt 

nimmt  die  Isolation  in  kleinen  Uhrschälchen  vor;  das  Polinnen 
der  Flüssigkeit  darf  das  des  Stückchens  nicht  zu  sehr  ubersteigen, 
weil  sonst  mehr  eine  Härtung  als  eine  Isolation  erzielt  wiid. 

Als  Isolationsflüssigkeiten  sind  außer  vielen  an  deren, 
die  sich  mehr  oder  weniger  bewährt  haben,  die  folgenden  zu  em- 
pfehlen; 
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1)  33-proz.  Alkohol,  der  sog.  Vs -Alkohol  von  Eanvier,  her- 
gestellt  durch  Vermischen  von  1 Teil  von  96-proz.  Spiritus  mit  2 Teilen 
V'asser. 

2)  Ganz  dünne  C h r o m s ä u r e 1 ö s u n g e n , 0,01 — 0,03-proz.,  sind 
für  viele  Fälle  sehr  geeignet. 

3)  0,1 -pro z.  Osmiumsäure,  12 — 24  Stunden  lang  zur  Ein- 
wirkung gebracht,  ermöglicht  eine  sehr  gute  Isolation  und  ist  namentlich 
angezeigt,  wenn  es  sich  um  verfettetes  Gewebe  handelt. 

4)  Methode  von  Arnold:  das  Stückchen  kommt  für  5 — 10 
]\Iinuten  in  0,1 -proz.  Essigsäure,  dann  für  24 — 28  Stunden  in  0,01-proz. 
Chromsäure.  Nachbehandlung  mit  Pikrokarmin  usw.  ist  möglich. 

5)  Eine  weitere  Methode  von  Arnold,  die  sich  bei  Zellunter- 
suchungen sehr  bewährt  hat,  beruht  in  der  Anwendung  von  Jod- 
jodkalilösungen. Zu  10  Teilen  einer  10-proz.  Jodjodkalilösung  werden 
5 — 10  Tropfen  einer  Lösung  von  5 g Jod  und  10  g Jodkali  in  100  ccm 
Wasser  zugefügt.  Wenn  die  Flüssigkeit  heller  wird,  gibt  man  wieder 
einige  Tropfen  der  letzteren  Lösung  zu.  Lockeres  Gewebe  in  kleinen 
Stückchen  kann  bald  untersucht  werden,  festeres  nach  12 — 48  Stunden. 
Bei  Muskeln  und  Ganglienzellen  des  Rückenmarks  sind  4 — 8 Tage 
und  wiederholtes  Schütteln  im  Reagenzglas  nötig. 

6)  33-proz.  Kalilauge.  In  dieser  zerfallen  die  Stückchen 
schon  innerhalb  einer  Stunde.  Ihre  Anwendung  empfiehlt  sich 
namentlich  bei  der  Untersuchung  von  glatten  Muskelfasern,  z.  B.  aus 
Tumoren  des  Uterus  usw.  Die  Untersuchung  muß  ebenfalls  in 
33-proz.  Kalilauge  geschehen,  weil  bei  Verdünnung  derselben  mit 
Wasser  die  Zellen  zerstört  werden  (s.  p.  9). 

1)  Die  Müller’ sehe  Flüssigkeit  (s.  p.  11)  ist  ebenfalls  zm’ 
Isolation,  namentlich  für  Teile  des  Nervensystems,  sehr  geeignet. 
Die  Präparate  verweilen  in  der  Flüssigkeit  2—3  Tage. 

8)  Ganz  dünne  Formalinlösungen  2 ccm  Formol  auf  1000  ccm 
physiologische  Kochsalzlösung. 

Bei  Anwendung  der  Isolationsfiüssigkeiten  kann  auch  die  Unter- 
suchung in  einem  Tropfen  derselben  vorgenommen  werden.  Doch  ist 
auch  die  Untersuchung  in  Wasser  oder  in  Kochsalzlösung  möglich. 

Außer  durch  Zerzupfen  kann  man  zur  frischen  Untersuchung 
durch  Rasier-  oder  Doppelmesserschnitte  (s.  Kap.  VII)  oder  durch  Ab- 
streichen des  Gewebssaftes  Material  gewinnen.  Zu  letzterem  Zwecke 
verfährt  man  derart,  daß  man  mit  der  Messerklinge  über  eine 
frisch  hergestellte  Schnittfläche  des  zu  untersuchen- 
den Organs  hinstreicht  und  den  so  erhaltenen  Gewebssaft, 
welcher  an  der  Klinge  haftet,  in  einem  Tropfen  Wasser  oder  Koch- 
salzlösung verteilt.  Man  muß  aber  vorher  durch  sanftes  Abstreichen, 
eventuell  auch  durch  Abspülen  das  Blut  von  der  Schnittfläche  ent- 
fernen, weil  sonst  in  dem  Präparat  die  zahlreichen  roten  Blut- 
körperchen oft  alles  andere  verdecken.  Außerdem  muß  mau  sich 
hütem,  zu  viel  von  der  abgeschabten  Masse  auf  den  Objektträger 
zu  bringen.  Der  Wassertrojif en  darf  nur  leicht  getrübt 
wei  den.  Anwendbar  ist  dieses  V’^erfahren  namentlich  bei  drüsigen 
Organen,  siieziell  bei  lieber  und  Niere,  wenn  es  sich  um  die  Frage 
bandelt,  ob  deren  Zellen  körnig  getrübt  oder  verfettet  sind;  ferner 
bei  Geschwülsten,  namentlich  Karzinomen,  aber  auch  bei  weichen 
Sarkomen,  und  schließlich  bei  zelligen  Infiltraten,  z.  B.  der  Lunge. 


8 Untersuchung  frischer  Präparate  mit  Zusatz  von  Reagentien. 

Von  Flüssigkeiten,  die  untersucht  werden  sollen,  kann  man  in 
vielen  Fällen  sofort  einen  Tropfen  auf  den  Objektträger  bringen 
Enthält  die  Flüssigkeit  sehr  viele  Zellen  und  andere  feste  Bestand- 
teile, wie  es  bei  Cysten,  bei  Darminhalt  iisw.  der  Fall  ist,  so  empfiehlt 
es  sich  oft,  den  zu  nntersiichenden  Tropfen,  den  man  mit  einer  feinen 
Pipette,  oder  auch  mit  einer  Platinöse  entnimmt,  mit  V'asser  oder 
Kochsalzlösung  entsprechend  zu  verdünnen.  Umgekehrt  muß  man 
sehr  zellarnie  Flüssigkeiten  oft  eine  Zeitlang  sedimeiitieren  lassen, 
ehe  man  die  Untersuchung  mit  Erfolg  vornehmen  kann.  Eine  sehr 
gute  Methode,  um  in  zellarmen  Flüssigkeiten  das  zur  Untersuchung 
nötige  Material  zu  sammeln,  ist  auch  das  jetzt  häufig  angewandte 
Z e 11 1 r i f 11  g i e r 11 11  g s V e r f a h r e n. 

Für  die  Untersuchung  aller  Flüssigkeiten  ist  zu  bemerken,  daß 
man  dieselbe  auch  mit  der  Deckglastrockenmethode  (s.  p.  79j  in  ge- 
färbtem Zustande  vornehmen  kann. 

In  allen  Fällen  kann  man  sich  die  Untersuchung  frischer  Präparate 
durch  Zusatz  mancher  Reagentien  sehr  erleichtern,  die  entweder  die 
Fähigkeit  haben,  das  Präparat  durchsichtiger  zu  machen,  oder  gewisse 
Teile  deutlicher  hervortreteii  zu  lassen,  während  sie  andere  nicht  be- 
einflussen oder  sogar  zum  Verschwinden  bringen.  Unter  diesen  Re- 
agentien, die  täglich  in  Gebrauch  genommen  werden,  sind  zu  nennen: 

1)  Das  Glyzerin.  Es  hat  außer  seiner  aufhellenden  Eigen- 
schaft den  Vorteil,  daß  es  nicht  verdunstet  und  sich  chemisch  nicht 
verändert;  es  können  daher  die  in  ihm  verteilten  Präparate,  wenn 
man  sie  gegen  den  Luftzutritt  abschließt,  konserviert  werden.  Man 
verwendet  das  Glyzerin  meist  in  unverdünnter  Form,  seltener  mit 
Wasser  vermischt.  Frische  Präparate  werden,  wmnn  es  sich  nicht 
etwa  um  die  Untersuchung  von  Pigment  handelt,  so  stark  aufgehellt, 
daß  die  Untersuchung  in  Glyzerin  nicht  statthaft  ist.  Dagegen 
kommt  das  Glyzerin  sehr  oft  in  Anwendung  bei  der  Untersuchung 
ungefärbter  Schnitte,  die  schon  gehärtetem  Material  entstammen,  so- 
wie bei  gefärbten  Präparaten,  die  eine  Alkoholbehandlung  nicht  ver- 
tragen (Fettfärbung,  Amyloidreaktion). 

2)  Kali  aceticum,  in  gesättigter  wässeriger  Lösung  (50°/o),  be- 
sitzt ebenfalls  eine  aufhellende  Wirkung,  die  aber  geringer  ist  als  die 
des  Glyzerins,  so  daß  auch  frische  Schnitte  darin _ untersucht  werden 
können.  Die  Präparate  können  in  der  Lösung  ähnlich  wie  im  Glyzerin 
konserviert  werden. 

3 ) Essigsäure.  Sie  hat  den  doppelten  Vorteil,  daß  sie  die  Kerne 
zum  Schrumpfen  bringt  und  dadurch  ihre  Umgrenzung  deutlicher  her- 
vortreten läßt,  und  daß  sie  das  Bindegewebe  zur  Quellung  bringt  und 
so  durchsichtiger  macht.  Fettröpfchen  widerstehen  der  Einwirkung 
der  Essigsäure,  während  diese  anderseits  die  Eiweißkörnchen,  die  sich 
im  Protoplasma  der  Zellen  bei  der  trüben  Schwellung  bilden,  löst. 
Es  ist  daher  die  Essigsäure  ein  ausgezeichnetes  Reagens  für  die  Difle- 
rentialdiagnose  zwischen  fettiger  Degeneration  und  körniger  Trübung. 
Mikrokokken  bleiben  ebenfalls  von  der  Essigsäure  unbeeinflußt.  Auch 
die  elastischen  Fasern  werden  durch  die  Essigsäure  nicht  verändert 
und  treten  daher  bei  ihrer  Anwendung  in  dem  durchsichtig  gemachten 

Bindegewebe  deutlicher  hervor.  ... 

^Ian  wendet  die  Essigsäure  meist  in  einer  l 2-proz.  starken 
Lösung  an,  die  man  sich  durch  Verdünnen  von  Eisessig  mit  \\  asser 
herstellt.  In  der  Regel  bringt  man  von  der  Essigsäure  vermittels 


Untersuchung:  frischer  Präparate  mit  Zusatz  von  Reagentien. 
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eines  Glasstabes  einen  Tropfen  an  die  Seite  des  Deckglases,  nachdem 
man  das  Präparat  vorher  schon  angesehen  hat.  Die  Essigsäure  dringt 
dann  langsam  ein,  und  man  kann  ihre  AMrkung  unter  dem  Mikroskop 
verfolgen.  Das  Eiitdringen  der  Essigsäure  wird  beschleunigt,  wenn 
man  an  den  entgegengesetzten  Rand  des  Deckglases  ein  Stückchen 
Fließpapier  bringt,  welches  die  Flüssigkeit  ansaugt. 

Fuchsinessigsäure  besitzt  noch  in  erhöhtem  Maße  die  Fähig- 
keit, den  Kern  deutlicher  hervortreten  zu  lassen,  weil  sie  nicht  nur 
seine  Konturen  besser  zum  A^orschein  bringt,  sondern  ihn  auch  färbt. 
Man  stellt  die  Fuchsinessigsäure  her,  indem  man  zu  der  2-proz.  Essig- 
säure so  viel  Fuchsin  gibt,  daß  die  Farbe  eine  gesättigt  rote  wird. 

Schließlich  wendet  man  die  Essigsäure  auch  noch  an,  um  den 
Kalk  in  verkalkten  Geweben  zu  lösen. 

4)  Schwache  wässerige  Jodlösung  ist  ebenfalls  ein  sehr  be- 
quemes Mittel,  um  die  Kerne  und  die  Umrisse  der  Gewebe  überhaupt 
deutlicher  zur  Anschauung  zu  bringen.  Man  stellt  die  schwache  Jod- 
lösung her,  indem  man  die  gewöhnliche  Lugol’ s c h e Lösung  (Jod  1, 
Jodkali  2,  AA'asser  100),  so  weit  mit  AVasser  verdünnt,  daß  sie  eine 
weingelbe  Farbe  annimmt. 

5)  Kali-  und  Natronlauge.  Die  AATrkung  und  demnach  die  An- 
wendungsweise ist  eine  ganz  verschiedene,  je  nach  dem  Konzentrations- 
grade. 

Die  1 — 3-proz.  schwache  Kalilauge  hat  die  Fähigkeit,  die 
meisten  Gewebe  aufzulösen.  Es  widerstehen  ihr  von  den  gewöhnlich 
in  Betracht  kommenden  Gewebsbestandteilen  nur:  a)  das  elastische 
Gewebe,  b)  die  Fette,  c)  Pigmente,  d)  Bakterien. 

Man  kann  daher  bei  der  Untersuchung  der  genannten  Dinge, 
namentlich  zu  differentiell- diagnostischen  Zwecken,  passend  Gebrauch 
von  der  schwachen  Kali-  oder  Natronlauge  machen.  Auch  die 
Amyloidsubstanz  ist  resistent  gegen  die  schwache  Lauge,  es  kommt 
aber  diese  Eigenschaft  bei  mikroskopischen  Untersuchungen  selten 
zur  Geltung,  weil  es  spezifische  Reaktionen  auf  Amyloid  gibt. 

_ Die  33-proz.  starke  Kali-  und  Natronlauge  zerstört  die 
zelligen  Gewebsbestandteile  nicht,  sie  löst  dagegen  die  Kittsubstanz, 
welche  dieselben  verbindet,  und  wird  daher  zur  Isolierung  von  Ge- 
schwulstzellen, glatten  Muskelfasern,  Drüsenknäueln  usw.  verwandt. 
Diese  Auflösung  wird  meist  schon  in  wenigen  Minuten  bewirkt;  es 
dürfen  aber  danach  die  Teile  nicht  mit  destilliertem  AVasser  in  Be- 
rührung kommen,  weil  sonst  eine  Verdünnung  der  Lauge  bewirkt 
wird,  und  die  AVirkungsweise  der  verdünnten  Kalilauge  eintritt.  Es 
muß  vielmehr  die  Untersuchung  in  der  starken  Kalilauge  selbst  vor- 
genommen werden. 

6)  Osmiumsäure.  Dieselbe  wird  in  1-pi'oz.  wässeriger  Lösung 
angewandt  und  kann  in  derselben  AVeise  wie  die  Essigsäure  dem 
vorher  zerzupften  und  mit  einem  Deckglas^  bedeckten  Präparat  zu- 
gesetzt werden.  Sie  hat  die  Eigenschaft,  Fettröpfchen  braun  bis 
schwarz  zu  färben,  und^  ist  daher  ein  wertvolles  Reagens  zum  Nach- 
weis von  Fett,  namentlicli  auch  bei  der  fettigen  Degeneration. 

7)  lormalin  in  ganz  dünnen  Lösungen.  Man  kann  diesem  auch 
etwas  h arbstoff,  z.  B.  Methylenblau,  Thionin,  Eosin  zusetzen. 

ir  111  3 — 5-proz.  Dient  zum  Erkennen  von  A^erkalkungen, 

Kalkkonkrementen  usw.  Sie  löst  den  phosjihorsauren  Kalk  einfach 
aut  und  es  werden  dadurch  die  vorher  dunklen  Partien  hell.  Die 
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Fixieruug  mul  Härtung  der  Präparate. 

vollzieht  sich  unter  der  Bildung  von 

0)  Färbung  frisclier  Präparate  wird,  wenn  man  nicht  die  Deck- 
glastrockenmethode anwendet,  so  bewirkt,  daß  man  vom  Rande  lier 
einen  tropfen  wässerige  Faijlösung,  am  besten  Methylgrün  oder 

(s  p.  78)  oder  auch  Fuchsinessigsäure  (s.  p.  9) 
ziiilieü6ii  läßt.  HHiiiatoxjäiii  Gignöt  sich  dazu  nicht. 


Drittes  Kapitel. 

Fixierung  und  Härtung  der  Präparate. 

Die  Härtung  bezweckt  eine  Vermehrung  der  Konsistenz,  die  uns 
genügend  dünne  Schnitte  gewinnen  läßt.  Zu  diesem  Zwecke  werden 
durch  physikalische,  z.  B.  Kochen  oder  physikalisch-chemische  Einwir- 
kungen die  Eiweißstoffe  koaguliert.  Da  auch  die  Fixierung,  deren  Zweck 
in  möglichst  lebenswahrer  Aufbewahrung  der  Zell-  und  Gewebsstruk- 
turen  besteht,  mit  Eiweißfällung  einhergeht,  lassen  sich  beide  Pro- 
zesse praktisch  nicht  trennen  und  werden  durch  die  folgenden  Me- 
thoden gleichzeitig  bewirkt.  Man  bringt  von  möglichst  frischen 
Organen  dünne  Scheiben  in  reichliche  Mengen  der  Fixierungsflüssig- 
keit; den  freien  Zutritt  letzterer  gewährleistet  man  eventuell  durch 
eine  Schicht  Watte  oder  Pließpapier.  In  den  meisten  Fällen  kann 
das  Eindringen  der  Flüssigkeiten  durch  höhere  Temperaturen,  z.  B. 
im  Brütschrank,  beschleunigt  werden. 

1)  Alkohol  ist  die  am  häufigsten  benutzte  flärtungsflüssigkeit. 
]\Ian  wendet  Konzentrationen  von  90  ®/o — 100  7o  (resp.  99  “ o)  an.  Oft 
empfiehlt  es  sich,  die  Stücke  zunächst  in  90— 96-proz.  Spiritus  und 
erst  am  folgenden  Tage  in  absoluten  Alkohol  zu  bringen,  weil  sie 
dann  weniger  schrumpfen.  Viele  Objekte  erlangen  überhaupt  schon 
in  dem  gewöhnlichen  96-proz.  Spiritus  eine  vollständig  ausreichende 
Festigkeit.  Man  kann  übrigens  dem  96-proz.  Spiritus  leicht  alles 
Wasser  entziehen,  wenn  man  demselben  ausgeglühtes  Cuprum  sul- 
phuricum  zusetzt.  Dasselbe  wird  in  einem  Metalltiegel  so  lange  ge- 
glüht, bis  es  zu  einem  weißen  Pulver  geworden  ist.  Wenn  es  in  dem 
Spiritus  blau  geworden  ist,  muß  es  durch  neues  ersetzt  oder  von 
neuem  ausgeglüht  werden.  Derartigen  selbstbei’eiteten  absoluten  Al- 
kohol muß  mau  aber  vor  dem  Gebrauch  durch  ein  Filter  gießen,  weil 
sonst  Kupferpartikelchen  mit  dem  Präparat  in  Berührung  kommen 
könnten.  Bei  subtileren  Untersuchungen  empfiehlt  es  sich  dagegen, 
absoluten  Alkohol  anzuwenden,  weil  er  vor  dem  künstlich  entwässerten 
Spiritus  den  Vorzug  chemischer  Reinheit  hat. 

Die  in  Alkohol  zu  härtenden  Stücke  werden  in  Würfel-  oder  in 
Scheibenform  ausgeschnitten  und  sollen  nicht  mehr  als  2 — 3 cm  im 
Dui’chmesser  haben.  Die  Menge  des  Alkohols  soll  10—15  mal  größer 
sein  als  das  Volum  der  Stücke.  Am  2.  und  4.,  nötigentalls  auch  noch 
am  6.  Tage  muß  der  Alkohol  gewechselt  und  durch  frischen  ersetzt 
werden.  Sehr  ratsam  ist  es,  das  Glas  am  1.  Tage  zu  verschiedenen 
Malen  zu  schütteln,  weil  sonst  leicht  einzelne  Stücke  am  Boden  fest- 
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kleben  und  der  Alkohol  dann  an  deren  unteren  Seite  nicht  mehr  zur 
Einwirkung  gelangen  kann  oder  Watte  unterzulegen. 

Die  Alkoholhärtung  kann  für  die  meisten  Gewebe  zur  Anwendung 
kommen  und  ist  besonders  dann  am  Platze,  wenn  die  Untersuchung 
der  betreffenden  Teile  schnell  vorgenommen  werden  soll.  Ferner  ist 
sie  für  Präparate,  die  auf  Bakterien  untersucht  werden  sollen,  ganz 
vorzugsweise  und  mehr  als  die  anderen  Härtungsflüssigkeiten  zu  em- 
pfehlen. Man  wählt  hier  von  vornherein  absoluten  Alkohol,  um  die 
postmortale  Weiterentwicklung  der  Bakterien  im  Gewebe  sicher  aus- 
zuschließen und  die  Färbbarkeit  derselben  so  gut  wie  möglich  zu  er- 
halten. 

Härtung  und  Fi.xierung  in  absolutem  Alkohol  ist  notwendig  zur 
Konservierung  des  Glykogens,  da  alle  wässerigen  Flüssigkeiten  Gly- 
kogen lösen. 

2)  Foriiialiu. 

a)  Härtung  4 — 6 Stunden  lang  in  einer  Lösung  von  Formol 
(=  konzentrierter  Formaldehyd)  10  Teile  in  100  Teilen  Wasser. 

b)  Gründliches  Auswaschen  in  Wasser. 

c)  Nachhärtung  in  30  % — 60  7o — 99  7o  Spiritus. 

Bezüglich  der  Zeitdauer  und  des  Prozentgehalts  der  anzuwenden- 
den Formalinhärtung  bestehen  sehr  weite  Grenzen.  Kleine  Stücke 
sind  schon  in  4 — 6 — 8 Stunden  hinreichend  flxiert  und  gehärtet, 
größere  Objekte  muß  man  bis  zu  mehreren  Tagen  in  der  Härtungs- 
flüssigkeit belassen.  Es  schadet  übrigens  auch  bei  kleinen  Stücken 
nichts,  wenn  sie  länger  in  Formalin  liegen  bleiben.  Die  konzentrierte 
käufliche  Formollösung  enthält  40%  Formaldehyd,  die  wässerige 
Lösung  1 : 10  ist  daher  4-prozentig.  Bei  ganz  kleinen  Objekten  ge- 
nügt zur  Härtung  manchmal  eine  noch  schwächere  Konzentration, 
anderseits  ist  oft  auch  eine  stärkere  Lösung  angezeigt,  so  im  all- 
gemeinen für  Härtung  von  Gehirn  und  Eückenmark  (s.  d.)  eine  10- 
prozentige. 

Die  Formalinhärtung  bietet  zahlreiche  Vorteile  dar.  Die  Prä- 
parate erhalten  eine  zum  Schneiden  vorzüglich  geeignete  Konsistenz. 
Dabei  geht  die  Härtung  sehr  schnell  vor  sich.  Stücke  aus  Formalin 
können  direkt  oder  nach  kurzem  Auswässern  auf  dem  Gefriermikrotom 
geschnitten  werden,  so  daß  es  auf  diese  Weise  möglich  ist,  von  Ge- 
SchAvülsten  (s.  p.  74)  nach  wenig  Stunden  gut  gefärbte  Präparate  her- 
zustellen. In  eiligen  Fällen  kann  man  bei  Verwendung  kleiner 
Stückchen  und  Formolfixierung  in  der  Wärme  in  1 — 2 Stunden  gute 
Schnitte  haben. 

Die  roten  Blutkörperchen  werden  durch  Formalin  in  ihrer  natür- 
lichen Farbe  ganz  besonders  gut  erhalten  und  färben  sich  mit  Eosin 
leuchtend  rot,  so  daß  in  allen  Fällen,  in  welchen  auf  das  Hervor- 
treten des  Blutes  in  den  Präparaten  Wert  gelegt  Avird,  die  Formalin- 
härtung in  erster  Linie  angezeigt  ist.  Es  ist  aber  dann  ratsam,  die 
Präparate  bald  nach  der  Plärtung  Aveiter  zu  verarbeiten. 

Auch  das  Fett  Avird  in  vollkommener  A\'eise  erhalten  und  da- 
durch die  Färbung  mit  den  neueren  Fettfarbstoffen  ermöglicht. 

3)  Die  MÜLLEK’sche  Flüssigkeit.  Sie  besteht  aus 

Doppeltchromsaurem  Kali  2,5  % 

SchAvefelsaurem  Natron  1,0% 

Wasser 100,0  % 
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JIüLLEK-Formolmischuug.  EnucKi’sche  Flüssigkeit. 


Die  vollkommene  Härtung  in  dieser  Flüssigkeit  erfordert  bei  ge- 
wöhnlicher Temperatur  für  kleinere  Objekte  mindestens  12  ochen, 
für  größere  Organe,  z.  B.  ganze  Gehirne,  aber  bis  zu  einem  Jahre! 
Der  Härtungsprozeß  kann  durch  zeitweiliges  Einstelleii  der  Präparate 
in  den  Brütofen  ziemlich  beschleunigt  werden.  Man  muß  dann  aber 
die  MüLLEß’sche  Flüssigkeit  recht  häufig  wechseln. 

Die  Flüssigkeit  soll  das  10— 20-fache  der  zu  härtenden  Objekte 
betragen.  Sie  wird  am  2.,  4.,  6.  und  12.  Tage  und  später  jedesmal 
dann  erneuert,  wenn  sie  getrübt  ist.  Zu  Vermeidung  von  Spaltpilz- 
entwicklung, die  sonst  leicht  eintritt,  empfiehlt  es  sich,  der  Mülleb- 
schen  Flüssigkeit  Sublimat  (1  g auf  2 1 Flüssigkeit)  zuzusetzen. 

Die  Präparate  können  mehrere  Jahre,  bis  zu  10,  in  MüLLER’scher 
Flüssigkeit  aufbewahrt  werden ; doch  ist  es  zweckmäßig,  der  Flüssig- 
keit nach  Ablauf  des  1.  Jahres  die  Hälfte  Wasser  zuzusetzen. 

Zur  Nachhärtung,  falls  eine  solche  nötig  ist,  kommen  die  Prä- 
parate, nachdem  man  sie  kurze  Zeit  bis  einige  Stunden  in  oft  er- 
neuertem A\'asser  ausgewässert  hat,  zunächst  für  einen  Tag  in  30- 
proz.  und  dann  in  96-proz.  Spiritus.  Wenn  sich  in  diesem  letzteren 
stärkere  Niederschläge  bilden,  so  wird  er  gewechselt.  In  Spiritus 
können  die  Präparate  noch  mehrere  Jahre  aufgehoben  werden,  ver- 
lieren aber  mit  der  Zeit  an  Färbbarkeit. 

Die  Vorteile  der  MüLLEB’schen  Flüssigkeit  gegenüber  dem  Alkohol 
sind  folgende; 

a)  Die  Gewebe  schrumpfen  in  der  MÜLLER’schen  Flüssigkeit 
weniger,  und  es  werden  Zellen  und  Zwischensubstanz  besser  erhalten. 

b)  Die  roten  Blutkörperchen  werden  im  Gegensatz  zum  Alkohol 
in  der  MÜLLER’schen  Flüssigkeit  in  ihrer  Form  gut  konserviert  und 
erhalten  eine  gelbe  Farbe. 

c)  Die  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit  gehärteten  Präparate  färben 
sich  im  allgemeinen  besser  als  diejenigen,  welche  in  Alkohol  konser- 
viert waren,  namentlich  in  dem  am  häufigsten  zur  Anwendung 
kommenden  Hämatoxylinalaun.  Diese  bessere  Färbbarkeit  tritt  jedoch 
nur  dann  hervor,  wenn  die  Präparate  hinreichend  lauge  Zeit  in 
MüLLER’scher  Flüssigkeit  gelegen  haben.  Anderenfalls  ist  die  Färbung 
sogar  eine  viel  unvollkommenere  wie  bei  Alkoholpräparaten. 

d)  Die  viel  geringere  Kostspieligkeit  der  MÜLLER’schen  Flüssig- 
keit im  Gegensatz  zum  Alkohol. 

4)  MÜLLER-Formolniiscbung.  ... 

Orth  hat  zur  Härtung  mikroskopischer  Präparate  eine  Mischung 
von  10  Teilen  Formol  und  100  Teilen  MüLLEB’scher  Flüssigkeit 
empfohlen.  Die  Mischung  ist  jedesmal  frisch  zu  bereiten,  weil  sich 
am  4.  Tage  ein  krystallinischer  Niederschlag  bildet.  Die  Mischung 
fixiert  sehr  gut,  namentlich  auch  Kernteilungsfiguren,  kleine  Stücke 
im  Brütofen  schon  in  3 Stunden,  und  ermöglicht  ausgezeichnete 
Färbungen.  Von  AVichtigkeit  ist,  daß  nach  der  Härtung  sehr  sorg- 
fältig ausgewässert  wird.  Diese  Fixierung  gestattet  auch  gut  die 
Anfei’tifrmie'  von  Gefriersclinitten. 


Dojipeltchromsaurem  Kali  = 2,5 

Schwefelsaurem  Kupfer  . = 0,5 


Sublimat.  ZENKEa’scbe  Flüssigkeit.  Pikrinsäure. 
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aber  den  Nachteil  gegenüber  der  MüLLEn’schen  Flüssigkeit,  daß  sie 
die  Schrnnipfiing  der  Gewebe  nicht  so  gut  verhindert,  und  daß  sich 
in  den  Präparaten  manchmal  Niederschläge  bilden. 

0)  Sublimat  ist  für  einzelne  Fälle,  auf  die  noch  näher  eingegangen 
wird,  ein  vorzügliches  Härtimgsmittel.  Neben  der  Härtung  bewirkt 
das  Sublimat  auch  eine  Fixation  der  Kernteilungsfiguren.  Man  wendet 
eine  in  der  Wärme  gesättigte  (7,5-proz.)  Lösung  von  Sublimat  in 
0,5-proz.  Kochsalzlösung  an.  In  dieser  Lösung  verbleiben  die  Stücke, 
die  nicht  zu  dick  sein  dürfen,  1 — 2,  selten  bis  zu  6 Stunden.  Dann 
folgt  ein  gründliches,  am  besten  24-stündiges  Auswaschen  in  Wasser, 
und  schließlich  eine  Nachhärtung,  je  24  Stunden  lang  in  30-proz., 
70-proz.  und  90-proz.  Alkohol. 

Auf  das  gründliche  Auswaschen  der  Präparate  kommt  bei  der 
Sublimathärtung  viel  an,  weil  sich  sonst  leicht  Quecksilberniederschläge 
im  Präparat  bilden,  die  bei  der  späteren  Untersuchung  namentlich  zur 
Verwechslung  mit  Pigment  Veranlassung  geben  können.  Man  kann 
sich  übrigens  durch  Zusatz  von  einigen  Tropfen  Jodlösung  leicht 
davon  überzeugen,  ob  in  der  Auswaschflüssigkeit  noch  Sublimat  gelöst 
vorhanden  ist.  Solange  dies  der  Fall  ist,  bewirkt  Jodzusatz  einen 
gelbroten  Niederschlag  von  Quecksilberjodid.  Auch  hat  man  emp- 
fohlen, dem  zur  Nachhärtung  verwandten  70-proz.  Alkohol  soviel  Jod- 
tinktur zuzusetzeu,  daß  derselbe  eine  weinrote  Farbe  erhält.  Das 
Jod  entfernt  dann  durch  Bildung  von  Quecksilberjodid  das  über- 
schüssige Sublimat,  und  der  Alkohol  entfärbt  sich.  Auch  aus  den 
einzelnen  Schnitten  kann  man  etwaige  Sublimatniederschläge  durch 
Jodalkohol  entfernen. 

Die  Sublimathärtung  empflehlt  sich  im  allgemeinen  mehr  für 
Objekte,  die  der  Leiche,  wie  für  solche,  die  dem  Lebenden  ent- 
nommen sind. 

7)  ZENKER’sclie  Flüssigkeit. 

Härten  24  Stunden  lang  in  einer  Mischung  von: 

Sublimat  5,0 
Kali  bichromic.  2,5 
Natrium  sulphuric.  1,0 
Aqu.  destill.  100,0 
Eisessig  5,0 

Gründliches  Auswaschen  in  Wasser.  Nachhärten  in  30  %— 60 
—96  o/o  Spiritus.  “ 

Man  kann  die  nicht  kostspielige  Flüssigkeit  vorrätig  halten,  nur 
ist  es  zweckmäßig,  den  Eisessig  erst  kurz  vor  dem  Gebrauch  zuzu- 
setzen. Sehr  große  Stücke  verweilen  48  Stunden,  kleine  nur  einige 
Stunden  in  der  Lösung.  Die  Beste  der  etwaigen  Sublimatnieder- 
schläge kann  man,  ebenso  wie  bei  der  einfachen  Sublimathärtung 
(s.  oben)  in  Jodalkohol  entfernen. 

färben  kann  man  mit  allen  gebräuchlichen  Färbemethoden.  Die 
Flüssigkeit  dringt  sehr  leicht  in  die  Organe  ein,  die  anfangs  in  ihr 
schwimmen,  sie  konserviert  die  chromatischen  Figuren  viel  besser  wie 
MüLnER’sche  Flüssigkeit  und  gestattet  Bakterienfärbung,  sowie  auch, 
wenn  die  Präparate  länger,  bis  zu  14  Tagen,  in  ihr  verweilen,  die 

1 Markscheidenfärbung.  Auch  die  BiONnPsche  Färbung 

laßt  sich  anwenden. 

8)  1 ikrinsäiire  kommt  in  gesättigter  wässeriger  Lösung  zur  An- 
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Osmiumsäure.  PLEMJiiNa’sches  Säuregemisch.  Guramiglyzerin. 


Wendung.  Kleine,  nicht  mehr  als  1 cm  dicke  Stücke  verbleiben  bis 
zu  24  Stunden  in  derselben  und  werden  dann  in  70— 80-proz.  Spiritus 
übertragen.  Es  ist  bei  der  Anwendung  der  Pikrinsäure  als  Härtungs- 
mittel immer  im  Auge  zu  behalten,  daß  dieselbe  auch  den  Kalk  im 
Knochengewebe  und  in  Verkalkungen  auszieht.  Die  Schnitte  der  in 
Pikrinsäure  gehärteten  Stücke  müssen  sehr  sorgfältig  ausgewaschen 
werden,  weil  sie  sonst  Eeste  der  gelben  Färbung  behalten. 

Zur  schnelleren  und  vollständigeren  Entfernung  von  Pikrinsäure 
empfiehlt  Jelinek  einen  Zusatz  von  einigen  Tropfen  gesättigter 
wässeriger  Lithion-carbonicum-Lösung  zu  dem  95-proz.  Spiritus,  iii 
welchen  das  Stück  aus  der  Pikrinsäure  übertragen  wird.  Unter  Gelb- 
färbung des  Spiritus  löst  sich  der  Niederschlag,  der  durch  den  Lithion- 
zusatz  entstanden  war,  und  die  Flüssigkeit  wird  vollkommen  klar. 
Man  setzt  nun  so  lange  einige  Tropfen  der  Lithionlösung  zu,  bis  sich 
der  Niederschlag  nicht  mehr  löst,  und  der  häufiger  zu  wechselnde 
Alkohol  keine  Gelbfärbung  mehr  aufweist.  Dann  wird  das  weiß 
erscheinende  Stück  in  gewöhnlichen  Alkohol  übertragen. 


9)  Osmiuinsäure  wird  in  1-proz.  wässeriger  Lösung  als  Härtungs- 
mittel angewandt.  Da  die  Osiumsäure  sehr  schlecht  in  die  Gewebe 
eindringt,  so  dürfen  die  zu  härtenden  Stückchen  nicht  mehr  als  5 mm 
dick  sein.  Sie  verbleiben  in  der  Lösung  24  Stunden  und  werden  dann 
in  80-proz.  Spiritus  übertragen.  Die  Osmiumsäure  färbt  Fettröpfchen 
schwarz  und  ist  deshalb, __  wenn  es  sich  um  den  Nachweis  von  solchen 
handelt,  zu  empfehlen.  Über  die  Härtung  fettig  degenerierter  Teile 
s.  p.  62. 

Die  mit  Osmiumsäure  behandelten  Schnitte  werden  am  besten  in 
Kali  aceticum  (s.  p.  8)  aufgehoben,  weil  sich  Glyzerin  nach  und 
nach  bräunt.  Man  kann  aber  das  Dunkeln  des  Glyzerins  verhindern, 
wenn  man  die  Schnitte  vor  ihrem  definitiven  Einschluß  in  demselben 
einige  Tage  in  mit  Wasser  verdünntem  Glyzerin  oder  in  Wasser 
liegen  läßt. 

10)  Das  FLEMMiNG’sche  Säuregemisch  ist  in  vielen  Fällen  zur 
Härtung  sehr  geeignet,  und  kommt  viel  häufiger  zur  Anwendung  wie 
reine  Osmiumsäure.  Über  seine  Anwendung  s.  p.  55  und  p.  62. 


11)  Gummiglyzerin  ist  für  manche  Untersuchungen,  namentlich 
wennn  es  dabei  nicht  auf  histologische  Feinheiten  ankommt,  zu 
empfehlen,  weil  die  Härtung  sehr  schnell  und  vollständig  bewerk- 


stelligt wird. 

Die  Gummiglyzerinlösung  wird  so  hergestellt,  daß  man  zu  kochen- 
dem Glyzerin  unter  fortwährendem  Umrühren  langsam  so  viel  pulveri- 
sierten arabischen  Gummi  zusetzt,  als  sich  löst. 

Stücke,  die  frisch  aus  der  Leiche  entnommen  sind,  werden  zuerst 
in  fließendem  Wasser  von  Blut  befreit.  Stücke,  die  schon  in  ^iiitiis 
gelegen  haben,  werden  zuvor  in  Wasser  von  ihrem  Sphdtus  beiieit. 
Dann  überträgt  man  sie  für  24  Stunden  in  die  sirupdicke  Gummiglyzerm- 
lösung,  in  der  man  sie  durch  Glasstäbe  usw.  unter  dem  Aiveau  eihalt. 
Nach  24  Stunden  bringt  man  die  Stücke  in  80- 90-proz.  Spiritus  und 
schüttelt  das  Glas  wiederholt  und  stark.  Sie  werden  dann  innerhalb 

weniger  Stunden  sehr  hart  und  schnittfähig.  _ • i t i 

Die  einzelnen  Schnitte  werden  vor  der  Färbung  in  reichlichem, 
eventuell  zu  wechselndem  Wasser  ausgewaschen,  in  welchem  der  durch 
den  Alkohol  niedergeschlagene  Gummi  sich  wieder  löst. 


Herstellung  von  Saninüuug'spriiparaten  in  natUrliclieu  Farben. 
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12)  Koehinethode,  ist  namentlich  dann  zu  empfehlen,  wenn  inner- 
halb der  Gewebe  befindliche  eiweißhaltige  Flüssigkeit  durch  Gerinnen- 
machen derselben  fixiert  werden  soll,  Avie  das  besonders  bei  Lungen- 
ödem, Nephritis  und  »bei  Cysteninhalt  notwendig  werden  kann.  Man 
bringt  kleine,  1,5  cm  dicke  Würfel  für  1—2 — 2^/2  Minuten  in  kochendes 
Wasser  und  härtet  in  96-proz.  Spiritus  nach. 

Die  Gerinnung  und  Fixierung  eiweißhaltiger  Flüssigkeit  läßt  sich 
meist  auch  durch  Härtung  in  absolutem  Alkohol  schon  hinreichend 
gut  bewirken. 


Anhang: 

Herstellung  von  Sammlungspräparaten  in  natürlichen 

Farben. 

Während  man  früher  die  Organe  oder  Geschwülste,  die  man  als 
makroskopische  Präparate  aufheben  wollte,  derart  behandelte,  daß 
man  in  fließendem  Wasser  das  Blut  auswusch  und  sie  dann  in  70-  bis 
80-proz.  Alkohol,  der  so  oft  gewechselt  wird,  bis  keine  Trübung  mehr 
entsteht,  legte,  ist  man  neuerdings  bestrebt,  den  Präparaten  durch 
Erhaltung  ihrer  Eigen  färbe,  sowie  ihrer  Blutfärbung  ihr  natürliches 
farbiges  Aussehen  zu  konservieren.  Dies  gelang  erst  durch  die  blut- 
erhaltende Kraft  des  Formalins. 

Nach  Melnikoav  - Raswed ENKOw  bringt  man  die  Organe  oder 
Scheiben  von  ihnen  in  folgende  Lösung:  Natrium  aceticum  3 Teile, 
Kali  chloricum  0,5  Teile,  Formalin  10  Teile,  Wasser  100  Teile.  Handelt 
es  sich  um  größere  Organe,  so  müssen  diese  nicht  nur  von  der  Här- 
tungsflüssigkeit umgeben  sein,  sondern  man  muß  dieselbe  auch  in  die 
Gefäße  injizieren.  Dabei  darf  man  aber  nur  einen  mäßigen  Druck 
anwenden,  weil  man  sonst  zuviel  Blut  aus  dem  Organe  austreiben  und 
dadurch  seine  natürliche  Farbe  beeinträchtigen  würde.  Die  Daner 
der  Einwirkung  beträgt  bei  kleinen  Präparaten  1 Tag,  bei  größeren 
2 — 3 — 4 Tage.  Aus  der  Formalinlösung,  welche  mehrmals  benutzt 
werden  kann,  kommen  die  Organe  in  starken  Spiritus  und  dann  in 
eine  Lösung  von  Kali  aceticum  30,  Glyzerin  60,  Wasser  100. 

Nach  Kaiseeling  (Berliner  klinische  Wochenschrift  1896,  p.  775) 
bringt  man  die  Präparate  zuerst  für  24 — 48  Stunden  in 
Lösung  I Formalin  750,0  ccm 

Aqu.  dest.  1000,0  ccm 
Kal.  nitric.  10,0  g 
Kal.  acetic.  30  g. 

Sodann  folgt  eine  12-stündige  Behandlung  in  80-proz.  Alkohol,  zuletzt 
2 Stunden  in  95-proz.  Alkohol.  Schließlich  kommen  die  Organe  in  die 
Aufbewahnmgsfiüssigkeit 

Lösung  II  Glyzerin 
Wasser  aa 

mit  Zusatz  von  Kali  acetic.  oder  für  sehr  zarte  Teile  Alkohol  absoL 

(1 : 10). 
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Die  Entkalkung:.  Beine  Salpetersäure. 


Viertes  Kapitel. 
Die  Entkalkung. 


Knochen,  oder  solche  Gewebe,  die  verkalkte  oder  verknöcherte 
Partien  enthalten,  müssen  bevor  sie  schnittfähig  sind,  von  ihren 
Kalksalzen  befreit  werden.  Dabei  sind  folgende  Regeln  zu  beachten : 

1)  Die  betreffenden  Teile  müssen  gut  gehärtet  sein,  ehe  sie  in 
die  Entkalkungsflüssigkeit  übertragen  werden,  weil  in  dieser  die  übrigen 
Gewebe  sonst  zu  sehr  verändert  werden.  Die  Härtung  geschieht  in 
Alkohol  oder  noch  besser  in  MüLLEE’scher  Flüssigkeit  mit  nachfol- 
gender Alkoholhärtung.  Besonders  gut  eignet  sich  auch  Formalin- 
härtung. Die  unten  aufgezählten  Säuren  können  ebenfalls  zweckmäßig 
mit  Formalin  gemischt  werden,  z.  B.  Salpetersäure. 

2)  Die  Entkalkimgsflüssigkeit  muß  sehr  reichlich  sein  und  muß 
oft  gewechselt  werden. 

3)  Nach  vollendeter  Entkalkung  müssen  die  Stücke  sehr  sorgfältig, 
zwei  bis  mehrere  Tage  lang  in  Wasser  ausgewaschen  werden,  damit 
keine  Reste  von  Entkalkungsflüssigkeit  im  Gewebe  Zurückbleiben  und 
dessen  Struktur  noch  nachträglich  schädigen.  Man  kann  das  unter 
anderem  in  zwei  überein  andergestülpten  Trichtern  bewerkstelligen, 
von  denen  der  obere  etwas  enger  als  der  untere  und  durch  einen 
Gummischlauch  mit  der  Wasserleitung  verbunden  ist. 

4)  Nachdem  die  Stücke  gründlich  ausgewaschen  sind,  müssen  sie 
von  neuem  gehärtet  werden  und  sind  nun  erst  schnittfähig. 

Die  Zeit,  die  bis  zur  vollständigen  Entkalkung  nötig  ist,  ist  nicht 
nur  verschieden  nach  der  Konzentration  der  Entkalkungsflüssigkeit, 
sondern  hängt  besonders  auch  von  der  Dicke  und  Größe  des  zu  ent- 
kalkenden Objekts  ab.  Außerdem  sind  Knochen  von  Neugeborenen 
und  noch  mehr  fötale  Knochen  viel  leichter  und  schneller  zu  ent- 
kalken, als  solche  von  Erwachsenen. 

Es  ist  Regel,  nicht  zu  große  Stücke  zur  Entkalkung  zu  wählen. 
Man  überzeugt  sich  von  der  vollständigen  Entfernung  der  Kalksalze 
durch  Einstechen  mit  einer  Präpariernadel  oder  durch  probeweises 
Einschneiden  mit  einem  Skalpell. 

Die  am  häufigsten  angewendeten  Entkalkungsflüssigkeiten  sind 
folgende : 

I.  Reine  Salpetersäure. 

Sie  wird  in  der  Verdünnung  von  3—5 — 9 Teilen  auf  100  Teile 
Wasser  oder  Formalinlösung  angewandt.  Sie  ist  namentlich  für 
Knochen  Erwachsener  geeignet. 

Die  einfach  wässerigen  Lösungen  von  Salpetersäure  verändern 
die  Strukturverhältnisse  weniger,  wie  die  entsprechenden  Salzsäure- 
lösungen. , 

Sehr  empfehlenswert  ist  die  Entkalkung  mit  Formalin  und  Sal- 
petersäure. Die  Präparate  werden  in  Formalin  gehärtet  und  m S])iritus 
nacligeliärtet.  Dann  kommen  sie  in  eine  10-proz.  Formalinlösiing,  cmi 

Salpetersäure  zugesetzt  sind.  Gründliches  Auswaschen  iisu.  Es 
empfiehlt  sich  sehr,  die  Schnitte  vor  dem  Färben  1 Stunde  lang  in 
1-proz.  Sodalösnng  zu  bringen. 


Reine  Salpetersäure. 
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Die  Fornialiii-Salpetersänremetliode  ist  auch  bei  Präparaten  an- 
wendbar, die  in  anderen  Flüssigkeiten,  z.  B.  Alkoliol  oder  Müllkr- 
scher  Flüssigkeit  gehärtet  sind. 

Um  die  durch  das  lange  Verweilen  in  wässeriger  Lösung  be- 
dingte Aufquellung  zu  vermeiden,  empfiehlt  Haug  folgende  alkoholische 
Lösung : 

Acidum  nitricum  purum  30,0—90,0 
Alkohol  absolut.  700,0 

Aqu.  destillata  300,0 

Chlornatrium  2,5. 

Diese  Lösung  entkalkt  schnell  und  doch  schonend.  Sie  eignet 
sich  sowohl  für  fötalen,  wie  für  jugendlichen  und  erwachsenen  Knochen. 
Besonders  empfehlenswert  ist  vorherige  Fixierung  der  Objekte  in  Sub- 
limat, doch  bleibt  auch  nach  allen  anderen  Härtungsmethoden  die 
Färbbarkeit  sehr  gut  erhalten.  Eine  besondere  Modifikation  der 
Salpetersäureentkalkung  stellt  dar  die 

Phi  oroglucinmethode. 

Das  Phloroglucin  wirkt  nicht  selbst  entkalkend,  sondern  es  schützt 
nur  die  Gewebe  in  ausgezeichneter  Weise  vor  der  gleichzeitig  anzu- 
wendenden Säure,  so  daß  die  Methode  sehr  empfehlen sAvert  ist.  Dabei 
kann  die  Säure  in  so  starken  Konzentrationen  ein  wirken,  daß  die 
Entkalkung  bei  kleinen  Knochenstücken  schon  nach  einer  halben, 
bei  härterem  Knochenmaterial  manchmal  schon  nach  einigen  Stunden 
vollendet  ist.  Es  ist  deshalb  nötig,  bei  Anwendung  dieser  Methode 
das  Präparat  fortwährend  zu  kontrollieren. 

Die  Lösung  wird  in  folgender  Weise  hergestellt; 

Phloroglucin  1,0  wird  in  reiner,  nicht  rauchender  Salpetersäure 
10,0  unter  vorsichtigem  Erwärmen  gelöst,  am  besten  unter  dem 
Abzug  des  chemischen  Herdes,  da  bei  der  Mischung  unter  stürmischer 
Entwicklung  braunroter  Dämpfe  von  salpetriger  Säure  eine  bedeutende 
Wärmeentwicklung  eintritt.  Nach  Scheffer  ist  die  Erwärmung  der 
Salpetersäure  überhaupt  entbehrlich. 

Zu  dieser  (rubinroten)  Stammlösung  werden  hinzugesetzt  10-proz. 
wässerige  Salpetersäurelösung  100  ccm. 

Will  man  größere  Mengen  von  Entkalkungsflüssigkeit  verwenden, 
so  muß  man  auch  größere  Mengen  von  Stammflüssigkeit  frisch  be- 
i’eiten. 

Eine  etwas  langsamer  wirkende  Entkalkungsflüssigkeit  ist  die 
folgende  ; 

Phloroglucin  1,0 

Acid.  nitric.  5,0 

Alkohol  70,0 

Aqu.  destillata  30,0. 

Die  Entkalkungsmethode  von  Thoma 
bedient  sich  ebenfalls  der  Salpetersäure  in  folgender  Weise: 

1)  Härtung  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit  oder  in  Alkohol. 

2)  Entkalkung  in  einer  öfter  zu  wechselnden  Lösung  A'’on 

96-proz.  Spiritus  5 Eaumteile, 

offizineile,  reine,  konzentrierte  Salpetersäure  1 Kaumteil. 

3)  Abspülen  in  Spiritus. 

4)  Übertragen  in  häufiger  zu  wechselnden  Spiritus,  dem  j)räzi- 
pitierter  kohlensaurer  Kalk  im  Überschuß  zugesetzt  ist. 

V.  Kahl  den,  Teclmili  der  histologischen  Untersuchung.  7.  Aull.  2 
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Salzsäure.  Chromsäure  und  ihre  Salze. 


Die  Entkalkung  ist  in  2 — 3 Woclien  auch  bei  größeren  Stücken 
vollendet.  Um  das  Anliaften  von  Kalkpulver  zu  vermeiden,  umhüllt 
man  die  Stücke  passenderweise  mit  Fließpapier.  Die  Entsäuerung 
in  kalkhaltigem  Spiritus  dauert  im  ganzen  8—14  Tage.  Sie  ist  auch 
noch  einige  Tage  lang  fortzusetzen,  nachdem  durch  Lakmuspapier 
schon  keine  Säure  mehr  angezeigt  wird. 

II.  Salzsäure. 

Sie  kommt  meist  zur  Anwendung  als 

_v.  Ebner’s  Entkalkungsflüssigkeit, 

Dieselbe  hat  folgende  Zusammensetzung: 

Salzsäure  2,5 

Alkohol  500,0 

Destilliertes  W.  100,0 
Chlornatrium  2,5. 

Die  EsNEifsche  Flüssigkeit  wirkt  langsamer,  aber  auch  viel 
schonender,  wie  die  früher  rein  in  1 — 10-proz.  Lösung  angewandte 
Salzsäure.  Man  kann  die  Entkalkung  dadurch  beschleunigen,  daß  man 
den  Säurezusatz  bis  auf  5 Proz.,  zugleich  aber  auch  in  entsprechendem 
Verhältnis  den  Chlornatriumgehalt  steigert. 

In  die  EBNER’sche  Entkalkungsflüssigkeit  kann  man  auch  in 
Celloidin  eingebettete  Stücke,  bei  denen  die  Entkalkung  nicht  voll- 
kommen gelungen  ist,  zurück  verbringen.  Man  erreicht  dadurch  eine 
bessere  Entkalkung  wenigstens  der  oberen  Schichten.  Vor  dem  Schneiden 
muß  man  die  Säure  in  75-proz.  Spiritus  entfernen. 

Waldeyer  empfiehlt  folgende  Chlorpalladiumlösung: 
Palladiumchlorid  0,01 

1-proz.  Salzsäurelösung  1000,0. 

Nach  gründlichem  Auswaschen  wird  sukzessive  in  30-proz.,  60-proz. 
und  90-proz.  Spiritus  nachgehärtet. 

Auch  Lösungen  von  Salzsäure  in  Formalin  sind  empfehlenswert. 

III.  Die  Cliromsäure  und  ihre  Salze. 

Eine  geringe  entkalkende  Wirkung  besitzt  schon  die  MüLLER’sche 
Flüssigkeit,  jedoch  nur  bei  kleinen  Knochenstückchen  oder  bei 
embryonalen  Knochen.  Für  andere  Objekte  ist  die  zur  Entkalkung 
erforderliche  Zeit  dagegen  fast  immer  eine  zu  lange.  Eine  Beschleunigung 
kann  man  nach  Haub  erzielen,  wenn  man  bei  dem  jedesmaligen  Wechsel 
der  Flüssigkeit,  alle  3—5—8  Tage,  je  1 ccm  Salpetersäure  auf  200 
bis  300  ccm  Flüssigkeit  zusetzt.  Ein  Vorteil  der  MüLLER’schen  Flüssig- 
keit ist  die  gute  Konservierung  der  Gewebe. 

Auch  die  reine  Chrom  säure  in  2 -proz.  Lösung  wirkt  lang- 
sam entkalkend;  eine  etwas  schnellere  Wirkung  erzielt  man,  wenn 
man  ein  Gemisch  verwendet  von 

Chromsäure  1,0 

Salzsäure  1,0 

Wasser  100,0.  t-  i 

Die  Resultate  sind  nach  HAua  besonders  bei  jungen  Knochen 

sehr  gute.  , , ^ 

Für  zarte  und  kleine  Objekte  ist  auch  die  Flemming  sehe  Losung 

sehr  zu  empfehlen. 

■\V'aldeyer  empfieldt  folgende  Chromsäuremethode: 

1 ) Fixierung  des  frischen  Objekts  in  Chromsäure  1 : bOO. 

2)  Härtung  in  Cliromsäure  1 : 400,  später  1 : 200. 
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3)  Entkalkung  in  einer  alle  6 Tage  zu  wechselnden  Mischung  von 
Chroinsäure  (1 : 200)  100  ccm 
Keine  Salpetersäure  2 „ 

Gründliches  Answaschen.  Nachhärtung  in  Alkohol. 

Die  Dauer  der  Entkalkung  beträgt  ein  Vierteljahr  und  mehr. 

Die  Fol ’s  che  Entkalk  ungsflüs  sigkeit  hat  folgende  Zu- 
sammensetzung ; 

Chromsäure  (1  Proz.)  = 70  Teile 

Salpetersäure  = 3 „ 

Wasser  = 200  „ 

Für  sehr  zarte  Objekte  empfiehlt  Haug  folgende  Entkalkungs- 
fiilssigkeit : 

1-proz.  Osmium  säure  10  ccm 
1-proz.  Chromsäure  25  „ 

Aq.  destillata  65  ,, 

Auswaschen  in  Wasser.  Nachhärten  in  70-proz.  Alkohol. 

IV.  Gesättigte  wässerige  Pikrinsäurelösung. 

Man  wendet  am  besten  eine  wässerige  Lösung  an,  welche  Pikrin- 
säure im  Überschuß  enthält.  Dieselbe  wirkt  zugleich  härtend,  fixierend 
und  färbend. 

Die  Tibia  eines  Neugeborenen,  unzerschnitten  eingelegt,  ist  in 
etwa  3 Wochen  entkalkt.  Bei  größeren  und  älteren  Knochen  beträgt 
die  Dauer  bis  zu  mehreren  Monaten.  Eine  Beschleunigung  kann  man 
erreichen,  wenn  man  3— 5-proz.  Salpetersäure  zusetzt.  Verbindungen 
mit  Schwefelsäure  sind  gagegen  nicht  statthaft,  weil  sich  dabei  die 
fast  unlöslichen  schwefelsauren  Kalksalze  bilden. 

Y.  Milchsäure,  iu  10  proz.  uud  stärkereu  Lösuugeu. 

Dieselbe  entkalkt  ziemlich  viel  schneller,  wie  Pikrinsäure,  und 
greift  dabei  die  Gewebe  nur  wenig  an. 

VI.  Holzessig  (Acidum  pyrolignosum  purum). 

Derselbe  wird  in  unverdünntem  Zustande  von  Haug  namentlich 
empfohlen  für  fötales  Knochengewebe,  für  solches  von  niederen  Tieren, 
sowie  für  Knochen-  und  Knorpelknochengeschwülste.  Er  wirkt  zu- 
gleich etwas  erhärtend.  Für  erwachsene  Knochen  eignet  er  sich  nicht 
besonders. 

YII.  Trichloressigsäure  (Acidum  trichloraceticum). 

Diese  Methode  gibt  sehr  gute  Eesultate,  da  sie  rasch  wirkt  und 
die  Gewebestruktur  in  ausgezeichneter  Weise  schont.  Härtung  in 
Alkohol,  Formol  oder  MüuLEß’scher  Flüssigkeit.  Dann  werden  die 
Stücke  je  nach  Größe  und  Kalkgehalt  für  1 — 7 Tage  in  häufig  ge- 
schüttelte und  gewechselte  [5-proz.  wässrige  Trichloressigsäurelösung 
gebracht.  Entsäuern  1 — 2 Tage  in  fließendem  Wasser.  Nachhärtung 
in  steigendem  Alkohol. 
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Iiijektionsverfahren. 


Fünftes  Kapitel. 
Inj  ektionsverfahr  en. 


Zur  besseren  Siclitbarinacliung  von  Blutgefäßen,  namentlich  des 
unter  gewöhnlichen  Verhältnissen  Avenig  hervortretenden  Kapillar- 
systenis,  dann  auch  von  Lymphgefäßen,  von  Drüsenkanälen  mit  ihren 
VerzAveigungen  usw.  bedient  man  sich  der  Injektionsmethode,  d.  h. 
der  künstlichen  Füllung  der  betreffenden  Hohlräume  mit  einer  Färb- 
Stofflösung;  es  kommt  aber  das  Injektionsverfahren  für  die  patho- 
logische Histologie  nicht  so  häufig  zur  Anwendung,  wie  für  die 
normale. 

Hauptbedingung  ist,  daß  die  Farbflüssigkeit  nicht  unter  zu  hohem 
Druck  eingetrieben  wird,  Aveil  sonst  leicht  die  GefäßAvände  reißen 
und  so  künstliche  Extravasate  entstehen;  außerdem  muß  der  Druck 
ein  möglichst  konstanter  sein.  Bei  hinreichender  Übung  kann  man 
auch  bei  AnAvendung  der  geAvöhnlichen  Spritzen  erheblichere  Druck- 
schwankungen vermeiden.  Das  Verfahren  ist  aber  ein  etwas  lang- 
Avieriges.  Die  Spritze  muß  sorgfältig  gearbeitet  sein  und  der  Stempel 
sich  leicht  hin  und  her  beAvegen  lassen.  Zwischen  dem  Ansatzstück 
der  Spritze  und  der  in  das  Gefäß  einzuführenden  Kanüle  muß  eine 
Abschlußvorrichtung  vorhanden  sein,  damit  man  beim  Ab-  und  An- 
setzen der  Spritze  behufs  neuer  Füllung  nicht  in  Gefahr  kommt,  Luft- 
blasen mit  zu  injizieren.  Außerdem  ist  es  gut,  wenn  man  Kanülen 
von  verschiedenem  Durchmesser  besitzt.  Dieselben  Averden  in  den 
Anfangsteil  des  Gefäßes  eingebunden,  und  die  Injektion  so  lange  fort- 
gesetzt, bis  eine  hinreichend  intensive  Färbung  erreicht  ist,  oder 
bis  die  Injektionsfiüssigkeit  aus  der  Vene  eine  Zeitlang  abge- 
flossen ist. 

Sehr  häufig  ereignet  es  sich,  daß  schon  im  Anfang  der  Injektion 
die  Flüssigkeit  aus  oberflächlich  verletzten  Gefässen,  namentlich  auch 
aus  den  Kapselvenen  (Niere)  abfließt.  Derartige  Gefäße  schließt 
man,  wenn  die  austretende  Flüssigkeit  reichlicher  ist,  durch  Schieber- 
pinzetten oder  Serres  fines. 

Einen  Apparat  zum  Injizieren  unter  konstantem,  nach  Belieben 
zu  steigerndem  oder  zu  A^erininderndein  Druck  kann  man  sich,  wenn 
man  eine  V'asserleitung  zur  Verfügung  hat,  mittels  zAveier  Flaschen 
leicht  herstellen.  Die  erste  dieser  Flaschen,  A,  die  luftdicht  ver- 
schlossen ist,  steht  vermittels  eines  bis  auf  den  Boden  reichenden 
Glasrohres  und  eines  sich  daran  ansetzenden  Schlauches  mit  dem 
Hahne  einer  Wasserleitung  in  Verbindung.  Außerdem  führt  vou 
dieser  Flasche  ein  zAveites,  Avinklig  gebogenes  Glasrohr  in  die  mit 
einem  doppelt  durchbohrten  Stöpsel  versehene  zAveite  Flasche  B,  in 
die  es  ziemlich  dicht  unter  dem  Stöpsel  einmündet.  Diese  h lasche  B 
ist  dann  ganz  ähnlich  wie  die  gewöhnlichen  Spritzflaschen  mit  einem 
zweiten  ebenfalls  gebogenen,  bis  auf  den  Boden  reichenden  Glasrohr 
versehen,  an  dessen  Ausmündungsstelle  ein  Gummischlauch  mit  der 

betreffenden  Kanüle  angebracht  ist.  . . , n-  • 

Füllt  man  nun  die  zAA'eite  Flasche  B mit  der  Iiijektioiisflussigkeit 
und  läßt  in  der  Flasche  A ein  gewisses  Quantum  AVasser  von  der 
Leitung  laufen,  so  drückt  die  dadurch  in  A komprimierte  Liitt  in 
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der  Flasche  B auf  die  Injektionsllüssigkeit  und  bringt  diese  zum 
Ausfließen. 

Kann  man  die  AVasserleitung  nicht  benutzen,  so  muß  dieselbe 
durch  eine  dritte  Flasfche  C ersetzt  werden,  welche  höher  steht  und 
welche  mit  Wasser  oder  mit  Quecksilber  gefüllt  ist.  Die  dritte 
Flasche  C ist  dann  mit  der  Flasche  A durch  einen  mittels  Quetschhahn 
verschließbaren  Gummischlauch  verbunden.  Öffnet  man  diesen  Quetsch- 
hahn, so  fließt  ein  beliebig  zu  normierendes  Quantum  Wasser,  resp. 
Quecksilber  in  die  Flasche  A und  wirkt  dann,  indem  in  dieser  die 
Luft  komprimiert  wird,  in  derselben  Weise  wie  die  Wasserleitung. 

Es  ist  selbstverständlich,  daß  die  Flasche  C,  wenn  sie  mit  AVasser 
gefüllt  ist,  viel  höher  stehen  muß,  als  wenn  sie  Quecksilber  enthält. 

Es  sind  nun  sog.  kaltflüssige  Injektionsmassen  im  Gebrauch,  bei 
denen  der  Farbstoff  in  Wasser  oder  Glycerin  suspendiert  ist,  und  warm- 
flüssige Injektionsmassen,  die  einen  Zusatz  von  Leim  enthalten  und 
daher  nur  in  der  AVärine  flüssig  sind,  während  sie  bei  gewöhnlicher 
Temperatui’  erstarren. 

Die  letzteren  geben  bessere  Eesultate,  das  Verfahren  ist  aber 
umständlicher,  weil  sowohl  die  Injektionsmasse,  wie  das  zu  injizierende 
Organ  auf  40—50  ” gehalten  werden  müssen.  Das  letztere  bringt  man 
am  besten  in  AA'asser  von  der  eben  genannten  Temperatur. 

Von  den  zahlreichen  Injektionsmassen,  die  empfohlen  worden  sind, 
seien  hier  nur  die  folgenden  angeführt: 

A.  Kaltflüssige  Massen. 

1)  Lösliches  Berliner  Blau  1,0 

Aqua  destillata  20,0. 

2)  Inj ektionsflilssigkeit  von  Cohnheim. 

Anilinblau  1,0 

0,5-proz.  Kochsalzlösung  600,0. 

3)  Kollmank’s  kaltflüssige  Karmininjektion. 

1 g Karmin  wird  in  wenig  Wasser  mit  15  Tropfen  konzentriertem 
Ammoniak  gelöst  und  mit  20  ccm  Glycerin  verdünnt. 

Dazu  setzt  man  eine  Mischung  von  Glycerin  30  und  Kochsalz 
1 g.  Das  Ganze  wird  dann  mit  der  gleichen  Menge  Wasser  verdünnt. 

4)  Tandler’s  kalt  flüssige  Gelatine  masse. 

5 g möglichst  salzfreier,  feiner  Gelatine  werden  in  100  g destil- 
lierten Wassers  zum  Quellen  gebracht  und  dann  geschmolzen.  Zu 
derselben  wird  Berliner  Blau  und  dann  vorsichtig  5—6  g Jodkalium 
hinzugefügt;  die  Masse  bleibt  bis  zu  einer  Temperatur  von  17°  dünn- 
flüssig. Dieselbe  kann  mit  einigen  Thymolkristallen  versehen 
in  einem  Stöpselglase  monatelang  aufbewahrt  werden.  Die  in- 
jizierten Objekte  werden  in  5-proz.  Formollösung  fixiert  und  die  so 
fixierte  Gelatine  ist  absolut  „säure-  und  basenfest“,  so  daß  man  die 
injizierten  Organe  auch  der  Entkalkung  aussetzen  kann. 

Organe,  die  mit  kaltflüssiger  Injektionsmasse  injiziert  sind,  Averden 
direkt  in  Spiritus  gebracht  und  hier  nach  einigen  Stunden  in  nicht 
zu  kleine  Stücke  zerschnitten. 

IL  Warniflüssige  Massen. 

5)  Leimmasse  und  Berliner  Blau  nach  Thiersch ; man 
bereitet  sich: 
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Warmflttssige  Massen. 


A)  eine  kaltgesättigte  Lösung  von  scliwefelsaurem  Eisenoxydul  ■ 

B)  eine  kaltgesättigte  Losung  von  rotem  Blutlaugensalz- 

C)  eine  gesättigte  Lösung  von  Oxalsäure; 

D)  eine  Lösung  von  Leim  im  Verhältnis  2 ; 1. 

Es  werden  nun  zunächst  15  g von  D mit  6 ccm  von  A in  einer 
ersten  Porzellanschale  vermischt.  Dann  werden  in  einer  zweiten 
Schale  30  g von  D mit  15  ccm  von  B vermischt,  und  dann  noch  12 
ccm  von  C hinzugefügt. 

Nun  wird,  nachdem  die  Massen  in  beiden  Schalen  auf  30  ® ab- 
gekühlt sind,  der  Inhalt  der  ersten  Schale  tropfenweise  und  unter  be- 
ständigem Umrühren  zu  dem  in  der  zweiten  Schale  gegeben.  Dann 
wird  die_  ganze  intensiv  blau  gefärbte  Masse  auf  70— 100*^  erhitzt 
und  in  einem  Heißwassertrichter  durch  Flanell  filtriert. 

6)  Leimmasse  und  Karmin  nach  Frey. 

Man  halte  sich  eine  Ammoniaklösung  und  eine  solche  von  Essig- 
säure bereit,  von  welchen  man  die  zur  Neutralisation  erforderlichen 
Tropfenzahlen  vorher  bestimmt  hat. 

Etwa  2—2,5  g feinsten  Karmins  werden  mit  einer  abgezählten 
Tropfenmenge  der  Ammoniaklösung  (welche  man  nacn  Belieben  größer 
oder  geringer  nehmen.,  kann),  und  etwa  15  ccm  destillierten  Wassers  in 
einer  Schale  unter  Eeiben  gelöst  und  filtriert,  wozu  einige  Stunden 
erforderlich  sind,  und  wobei  durch  Verflüchtigung  ein  Ammoniakver- 
lust erfolgt. 

In  eine  filtrierte,  mäßig  erwärmte,  konzentrierte  Lösung  feinen 
Leims  wird  die  ammoniakalische  Karminsolution  unter  Umrühren  ein- 
getragen, etwas  auf  dem  Wasserbad  erwärmt,  und  darauf  die  zur 
Neutralisation  der  ursprünglich  benutzten  Ammoniaklösung  erforder- 
liche Tropfenzahl  langsam  und  unter  beständigem  Umrühren  hinzu- 
gegebeu.  Man  erhält  so  die  Ausfällung  des  Karmins  in  saurer  Leim- 
lösung. 

VTll  man  schneller  zum  Ziele  kommen,  so  löse  man  das  Karmin 
in  Ammoniak,  setze  den  gelösten  Farbstoff  der  heißen  Gelatine  zu, 
fäUe  durch  Essigsäure  und  filtriere  das  Ganze  erst  hinterher  durch 
Flanell. 

Hat  man  eine  Leiminjektionsmasse  angewandt,  so  bringt  man  das 
Organ  nach  vollendeter  Injektion  in  kaltes  Wasser,  um  das  Erstarren 
der  Injektionsmasse  zu  beschleunigen,  von  da  wird  es  in  80-proz. 
Spiritus  übertragen. 

Zu  bemerken  ist  noch,  daß  man  fertige  gute  kalt-  und  warm- 
flüssige Injektionsmassen  von  Dr.  Grübler,  Leipzig,  Bay ersehe  Straße 
12,  beziehen  kann. 

Bedeutend  einfacher,  rascher  zum  Ziele  führend  und  für  viele  Zwecl^  aus- 
reichend ist  das  neuerdings  von  Fischee  (Zentralblatt  für  Pathologie  1902,  Ar.  24) 
angegebene  Verfahren  von  Milchinjektion  mit  nachfolgender  Fettfärbung.  Das  Oigau 
wird  zuerst  durch  Ausspülen  mit  gut  filtrierter  8-proz.  Natriumnitrat-  oder  Aatrmm- 
sulfatlüsung  von  Blut  befreit,  dann  mit  Mich  injiziert.  Durch  24stündige  hixierun.g 
in  Wasser  1000,0,  40-proz.  Formol  75  0,  reine  Essigsäure  15,0  gerinnt  die  Milch  und 
man  kann  dann  Stückchen  dem  Gefrierverfahren  und  Sudanfärbung  oder  der  Usmie- 
rung  unterworfen. 

Erwähnuug  verdient  noch  die  Injektion  der  Lymphgefäße 
durch  die  Einstichmethode.  Eine  feine  Kanüle  wird  vorsichtig 
an  der  betreffenden  Stelle  eingestochen,  und  zwar  oft  am  ztyeck- 
mäßigsten  durch  eine  Gefäßwand  hindurch,  in  deren  Umgebung  hinein. 


Einbettungsmetliodeu. 
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Dann  werden  unter  sehr  vorsichtigem  Druck  die  so  getroffenen  Lympli- 
spalten  und  Lymphgefäße  injiziert. 

Physiologische  Injektion. 

Im  Gegensatz  zu  den  oben  erwähnten  Methoden  wird  hier  der 
Farbstoff  dem  lebenden  Tier  einverleibt  und  durch  die  Zirkulation 
den  verschiedenen  Organen  zugeführt.  Sehr  bald  ist  der  Farbstoff 
auch  in  den  Parenchymzellen  und  in  den  Drüsenkanälchen  der  Niere, 
Leber,  Speicheldrüsen  usw.  nachweisbar.  Die  sichersten  Eesultate  er- 
hält man  mit  indigschwefelsaurem  Natron,  das  von  Verunreinigungen 
frei  sein  muß.  Man  kann  den  Farbstoff  subkutan  in  Substanz  oder 
Lösung;  intraperitoneal  oder  intravenös  als  konzentrierte  wässerige 
Lösung  injizieren.  Man  tötet  die  Tiere  nach  1 — 3 Stunden  und  fixiert 
die  Organe  in  absolutem  Alkohol. 

Über  die  EHKLicH’sche  „vitale  Methylenblauinjektion“  s.  Kap.  XIV 
Nervens3^stem. 


Sechstes  Kapitel. 

Einbettungsmethoden. 

Die  Einbettungsmethoden  haben  einmal  den  Zweck,  Präparate, 
die  auch  bei  sorgfältiger  Härtung  nur  eine  mäßige  Festigkeit  er- 
langen, schnittfähig  zu  machen;  daneben  sind  aber  manche  Ein- 
bettungsmassen, die  bei  der  Färbung  und  Untersuchung  nicht  aus 
den  Schnitten  entfernt  zu  werden  brauchen,  befähigt,  einzelne  Ge- 
websbestandteile  oder  abnormen  Inhalt  zu  fixieren,  so  daß  bei  den 
verschiedenen  Manipulationen,  denen  der  Schnitt  ausgesetzt  wird, 
nichts  ausfällt. 

Celloidinein  bettun  g. 

Das  Celloidin  erfüllt  diese  beiden  Voraussetzungen  so  gut  wie 
keine  andere  Einbettungsmasse,  weil  dasselbe  in  den  Schnitten  voll- 
ständig durchsichtig  bleibt,  die  meisten  Farben  beim  Auswaschen 
wieder  abgibt  und  demgemäß  aus  den  Schnitten  nicht  entfernt  zu 
werden  braucht.  Man  stellt  sich  eine  dünnflüssige  und  eine  dick- 
flüssige Celloidinlösung  her,  letztere  von  der  Konsistenz  dicken  Sirups, 
indem  man  das  in  ganz  kleine  Stückchen  zerschnittene  Celloidin  in 
Alkohol  und  Äther  zu  gleichen  Teilen  löst. 

Die  Präparate  müssen  vorher  in  absolutem  Alkohol  vollkommen 
entwässert  sein;  dagegen  ist  es  nicht  nötig,  sie  nach  der  Ent- 
wässerung im  Alkohol  noch  in  ein  Gemisch  von  Alkohol  und  Äther 
zu  verbringen,  wie  das  vielfach  empfohlen  wird.  Aus  dem  Alkohol 
kommen  die  Stückchen,  die  nicht_  dicker  als  1 cm  sein  sollen,  zunächst 
lur  mindestens  24  Stunden  in  die  dünne  und  dann  ebenso  lange  in 
die  flicko  Celloidinlösung.  Wenn  es  sich  um  schwieriger  zu  be- 
handelnde Objekte  handelt,  sowie  in  allen  Fällen,  in  denen  die  Zeit 
nicht  drangt,  empfiehlt  es  sich,  den  Aufenthalt  der  Stücke  in  beiden 
Celloidinlüsungeii  aut  mehrere  Tage  zu  verlängern,  da  die  Einbettung 
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um  SO  besser  gelingt,  je  länger  und  je  mehr  die  Präparate  von  den 
beiden  Celloidinlosnngen  diirchtränkt  worden  sind. 

• der  dickflüssigen  Celloidinlösnng  bringt  man  die  Stücke  auf 

eine  kleine  Glasplatte,  wenn  sie  später  auf  dem  Gefriermiki-otom  se- 
sclmitten  werden  sollen,  dagegen  dii-ekt  auf  Kork  oder  auf  Holz- 
klötzclien,  wenn  eines  der  geAvöhnliclien  Sclilittenmikrotoine  in  Aii- 
w'endung  kommen  soll,  bei  denen  das  Präparat  auf  einem  Kork  in 
einer  Klammer  zu  befestigen  ist.  Auf  der  Glasplatte  oder  dem  Kork 
kpn  man  das  Objekt  noch  mit  etwas  dicker  Celloidinlösnng  über- 
gießen, wenn  nicht  von  derselben  schon  von  selbst  genug  haften 
bleibt.  Man  läßt  nun  das  Präparat  mit  dem  umgebenden  Celloidin 
an  der  Luft  etivas  eintrockiien  und  bringt  dasselbe  dann  für  24  Stunden 
in  80-proz.  Alkohol,  in  dem  die  Einbettungsmasse  vollständig  fest 
wird.  Der  Konsistenzgrad,  den  die  Präparate  hier  erlangen,  ist  sehr 
wesentlich  abhängig  davon,  ob  man  das  Celloidin  schnell  oder  langsam 
an  der  Luft  eintrocknen  läßt.  Die  langsam  getrockneten  Präparate 
werden  viel  fester.  Will  mau  daher  gefroren  schneiden,  so  genügt 
schon  ein  ^l^-stüniiges  Verweilen  des  Stückes  an  der  Luft,  bevor  es 
in  80-proz.  Spiritus  kommt,  um  eine  genügende  Festigkeit  zu  erlangen. 
Die  Stückchen  werden  sonst  leicht  beim  Gefrieren  zu  fest  und  heben 
sich  von  der  Platte  des  Gefriermikrotoms  ab. 

Schneidet  man  aber  auf  einem  der  anderen  Mikrotome,  so  ist  es 
dringend  zu  empfehlen,  das  Eintrocknen  des  Präparates  durch  Ab- 
schluß der  Luft  unter  einer  Glasglocke  möglichst  zu  verlangsamen. 
Am  besten  gelingt  dies,  wenn  man  das  Präparat  nicht  einfach  mit 
dem  anhaftenden  Celloidin  auf  dem  Kork  unter  die  Glasglocke  bringt, 
sondern  wenn  man  den  Kork  mit  einem  Streifen  Karton  pap  ier  ring- 
förmig umwickelt  und  den  Streifen  durch  eine  Stecknadel  befestigt. 
In  das  Kästchen,  welches  auf  diese  Weise  entsteht,  gießt  man  zu- 
nächst eine  dünne  Schicht  Celloidin,  dann  setzt  man  das  Präparat 
ein  und  gießt  nun  so  viel  Celloidinlösung  auf,  daß  dieselbe  das 
Stück  reichlich  bedeckt.  Auf  diese  Weise  ist  es  ermöglicht,  weil 
das  Präparat  von  einer  verhältnismäßig  sehr  reichlichen  Menge  von 
Celloidinlösnng  umgeben  ist,  das  Eintrocknen  ganz  langsam  innerhalb 
von  1 — 2 — 3 Tagen  eintreten  zu  lassen,  und  es  sind  die  so  erhaltenen 
Präparate  gerade  so  fest  wie  solche,  die  in  Paraffin  eingebettet  sind. 
Präparate,  die  nicht  von  selbst  in  der  gegebenen  Lage  verharren, 
z.  B.  membranartige  Teile,  fixiert  man  vermittels  Stecknadeln,  die 
man  ganz  lose  in  den  Kork  einsticht.  Der  Papierring  wird  erst 
entfernt,  wenn  das  Objekt  in  Alkohol  vollständig  fest  geworden  ist. 
Man  gibt  dann  durch  Umschneiden  dem  Celloidinblock  die  Form  eines 
Vierecks,  weil  er  sich  so  auf  dem  Mikrotom  am  besten  schneiden  läßt. 

Empfehlenswert  ist  auch  das  Erstarrenlassen  des  Celloidins  in 
einer  Chloroformatmosphäre,  die  man  durch  ein  offenes  Schälchen  mit 


Chloroform  unter  der  Glasglocke  erreicht. 

Celloidinpräparate,  die  auf  Kork  aufgeklebt  sind,  verlieren  bei 
längerem  Verweilen  im  Spiritus  durch  die  Einwirkung  der  im  Kork 
enthaltenen  Gerbsäure  an  Färbbarbeit.  Es  gilt  dies  ganz  besonders 
von  Präparaten,  die  Schleim  enthalten,  z.  B.  Ovarialcysten.  Um  diesem 
Nachteil  zu  begegnen,  empfiehlt  Jelinek  zum  Aufkleben^  Stabilit, 
welcher  in  Wasser  und  Alkoliol  unlöslich,  und  selbst  von  Salzsäure, 
verdünnter  Schwefelsäure  und  Ätzkali  nicht  angegrilfen  wird.  Stabilit 
ist  in  Plattenform  von  der  Berliner  Elektrizitätsgesellschaft  zu  be- 
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ziehen,  und  läßt  sich  mit  der  Säge  leicht  zerteilen,  und  durch  Be- 
handeln mit  Schmirgelpapier  und  nachfolgendes  Abreiben  mit  einem 
trockenen  Tuch  glatt  polieren.  In  A\'asser  geht  Stabilit  unter. 

Soll  der  Celloidmmantel  um  die  einzelnen  Schnitte  erhalten 
bleiben,  so  dürfen  dieselben  zum  Zwecke  der  Entwässening  nicht  zu 
lange  in  absolutem  Alkohol  verweilen,  in  dem  sich  das  Celloidin 
nach  einiger  Zeit  löst.  Man  bringt  dann  zur  Entwässerung  nach  der 
Färbung  und  dem  Auswaschen  den  Schnitt  zuerst  in  96-proz.  Spiritus, 
wo  ihm  schon  ein  großer  Teil  des  Wassers  entzogen  wird.  Zum  Ent- 
fernen des  letzten  Eestes  von  Wasser  ist  dann  nur  ein  so  kurzer 
Aufenthalt  in  absolutem  Alkohol  nötig,  daß  das  Celloidin  nicht  gelöst 
wird.  NiKiFOKOFr  empfiehlt  zur  Erhaltung  des  Celloidinmantels  die 
Entwässerung  in  absolutem  Alkohol  und  Chloroform  zu  gleichen 
Teilen,  d.  h.  den  Zusatz  einer  wasserfreien,  Celloidin  nicht  lösenden 
Flüssigkeit,  welche  sich  mit  Alkohol  gut  mischt.  Auch  kann  man 
aus  dem  96-proz.  Alkohol  die  Schnitte  in  Karbolxylol  (s.  p.  36)  und 
dann  in  Xylol  bringen. 

Nelkenöl,  welches  das  Celloidin  augenblicklich  auflöst,  muß  zur 
Aufhellung  vermieden  werden.  Man  wendet  Bergamott-,  Zedern-  oder 
Hopfenöl  oder  vielfach  auch  Xylol  an.  In  anderen  Fällen,  namentlich 
bei  Anilinfärbungen,  ist  es  oft  geboten,  vor  der  Färbung  das  Celloidin 
aus  dem  Präparate  voUkommen  zu  entfernen.  Man  bringt  dann  die 
Schnitte  aus  dem  Wasser  oder  verdünnten  Spiritus,  in  welchem  sie 
von  dem  Messer  des  Mikrotoms  aufgenommen  wurden,  in  absoluten 
Alkohol,  von  diesem  für  10 — 15  Minuten  in  ein  Gemisch  von  absolutem 
Alkohol  und  Äther  zu  gleichen  Teilen  oder  in  Nelkenöl,  dann  wieder 
zurück  in  absoluten  Alkohol,  schließlich  in  Wasser,  und  nun  erst  in 
die  Farbe. 

Dem  Gesagten  zufolge  zerfällt  die  CeUoidineinbettung  und  die 
M'eiterbehandlung  der  eingebetteten  Stücke  in  folgende  Manipulationen : 

1)  Härtung  oder  Nachhärtung  in  absolutem  Alkohol. 

2)  1 — 5-tägiges  Verweilen  in  dünnflüssigem  Celloidin. 

3)  1 — 5-tägiges  Verweilen  in  dickflüssigem  Celloidin. 

4)  Auf  Kork  oder  Glasplatte,  an  der  Luft  trocknen. 

5)  24  Stunden  lang  in  80-proz.  Spiritus. 

6)  Schneiden. 

7j  Färben  und  Auswaschen. 

8)  Entwässern  in  96-proz.,  dann  nooh  1 — 2 Minuten  in  absolutem 
Alkohol  oder  in  Alkohol  und  Chloroform  zu  gleichen  Teilen. 

9)  AufheUen  in  Bergamott-.  Zedern-  oder  Origanumöl  oder  in 
Xylol. 

10)  Kanadabalsam. 

Über  die  Anfertigung  von  Serienschnitten  s.  p.  35. 

Einbettung  in  Paraffin. 

Die  Paraffineinbettung  tritt  in  der  pathologischen  Histologie 
gegenüber  der  CeUoidineinbettung  an  Wichtigkeit  zurück.  Die  längere 
Erwärmung  der  Präparate  auf  50°  und  darüber  ist  jedenfalls  keine 
gleichgültige  Prozedur.  Auch  die  bequeme  Vorfärbung  des  ganzen 
STückes  wird  für  pathologisch-anatomische  Zwecke  nur  in  sehr  seltenen 
hallen  angewandt.  Ferner  muß  man  dem  Wechseln  der  Flüssigkeiten 
größere  Aufmerksamkeit  entgegen  bringen,  da  ein  zu  langes  Ver- 
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weilen  oft  die  Sclinittfälngkeit  bedeutend  beeinträchtigt;  zudem  ist 
man  auf  einen  Paraffinofen  angewiesen. 

Diesen  Nachteilen  stehen  aber  auch  Vorteile  gegenüber,  die  die 
Paraffintechnik  für  gewisse  Untersuchungen  unentbehrlich  machen. 
Es  lassen  sich  ganz _ bedeutend  dünnere  Schnitte  hersteilen;  die  Ein- 
bettungsdauer läßt  sich  beträchtlich  kürzer  gestalten.  Die  Entfeimung 
des  Paraffins  aus  dem  aufgeklebten  Schnitte  kann  völlig  bewerkstelligt 
werden,  während  die  Entfernung  des  Celloidins  bei  subtilen  Sclmitten 
den  Zusammenhang  lösen  kann.  Serienschnitte  können  mit  den 
neueren  Methoden  ebenso  bequem  an  Celloidinpräparaten  angefertigt 
werden.  Das  gemeinsame  Grundprinzip  aller  im  einzelnen  etwas  ver- 
schiedenen Paraffineinbettungsmethoden  ist  folgendes:  Nach  beliebiger 
Fixierung  muß  eine  gründliche  Entwässerung  in  Alkohol  von  steigender 
Konzentration  vorgenommen  werden.  Aus  dem  absoluten  Alkohol 
kommen  die  Stückchen  in  ein  Lösungsmittel  des  Paraffins,  das  sich 
anderseits  auch  gut  mit  Alkohol  mischt;  als  solches  hat  sich  neben 
ätherischen  Ölen  und  Chloroform  hauptsächlich  das  Xylol  bewährt. 
Der  Aufenthalt  in  Xylol  darf  nicht  zu  lange  bemessen  werden,  da 
die  Stückchen  sonst  leicht  zu  hart  und  spröde  werden,  im  Mittel 

2 —  4 Stunden.  Nun  werden  sie  zunächst  in  eine  Mischung  dieses 
Lösungsmittels  mit  Paraffin  für  2 — 3 Stunden  gebracht,  was  ganz 
zweckmäßig  in  gelinder  Wärme,  etwa  auf  dem  Paraffinofen  geschieht; 
dann  kommen  sie  in  ein  bei  50°  C flüssiges  Paraffingemisch  (die  ein- 
zelnen Paraffine  haben  verschiedene  Schmelzpunkte,  durch  Mischung 
in  verschiedenem  Mengenverhältnis  kann  man  den  Schmelzpunkt 
variieren)  in  den  Thermostaten  bei  50  ° C.  Nachdem  sie  sich  hier  in 

3 —  4 Stunden  mit  dem  flüssigen  Paraffin  durch  tränkt  haben,  wird 
dasselbe  in  ein  aus  Kartonpapier  oder  durch  Aneinanderschieben  von 
zwei  rechteckigen  Metallrahmen  auf  einer  Glasplatte  hergestelltes 
Kästchen  ausgegossen,  dessen  Wände  man  mit  Glyzerin  bestreicht, 
und  das  Präparat  darin  in  der  gewünschten  Lage  fixiert.  Die  Lage 
des  Präparats  muß  man  sich  genau  merken,  da  man  sich  an  dem 
nach  dem  Erstarren  undurchsichtigen  Paraffinblock  nicht  mehr 
orientieren  kann.  Man  kann  übrigens  zur  vollständigen  Entfernung 
des  X3dols  das  geschmolzene  Paraffin  noch  einmal  wechseln.  Das 
Erstarren  des  Paraffins  wird  durch  Umgießen  mit  kaltem  Wasser 
möglichst  beschleunigt;  wenn  erst  die  oberflächlichste  Paraffinschicht 
etwas  erhärtet  ist,  kann  man  das  ganze  Präparat  untertauchen.  _ Je 
schneller  die  Erstarrung  des  Paraffins  vor  sicli  geht,  desto  gleich- 
mäßiger und  besser  schneid  bar  ist  die  Konsistenz.  Der  etwa  in 

stunde  erhärtete  Paraffinblock  wird  zurechtgeschnitten  und 
entweder  direkt  in  die  Klammer  des  Mikrotoms  eingeklemmt  oder  auf 
einen  Holzblock  aufgeschmolzen  und  — ohne  das  Messer  zu  be- 
feuchten — meist  mit  (luerer  Messerstellung  geschnitten. 

Die  Schnitte  kommen  zur  Entfernung  des  Paraffins  in  Xylol,  von 
da  in  Alkohol,  dann  in  Wasser  und  schließlich,  wenn  die  Stucke  nicht 
in  toto  vorgefärbt  Avaren,  in  die  Farbflüssigkeit. 

Demnach  zerfällt  das  Verfahren  der  Paraffineinbettung  in  folgende 
Maßnahmen : 

1)  Härtung  oder  Nachhärtung  in  absolutem  Alkohol. 

2)  2—4  Stunden  in  Xylol. 

2—3  Stunden  in  eine  Mischung  von  Xylol  und  1 araliin. 
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4)  2 — 3 Stunden  bei  50®  im  Wärmekasteii  in  fliissig'es  eventuell 
.lUinal  zu  wechselndes  Paraffin. 

5)  Ausgießen  und  Erstarren. 

6)  Schneiden. 

7)  Xjdol. 

8)  Aikohol. 

9)  AVasser,  Färben  usw. 

Bei  osmierten  Präparaten  vermeidet  man  besser  das  Xylol  und 
ersetzt  es  durch  Chloroform,  reines  Benzin  oder  Petroläther,  die  übrige 
Behandlung  ist  dieselbe. 

Heidenhain  rnlinit  dem  Schwefelkohlenstoff  als  Ühergangsmedium  grofie  Vor- 
teile nach;  die  Durchtränknng  soll  sehr  gleichmäliig  sein,  der  Aufenthalt  in  der 
hohen  Temperatur  wird  hedeutend  ahgektirzt.  Er  empfiehlt  folgenden  Einhettungs- 
gang:  1)  aus  dem  Alkohol  ahsolutus  in  eine  Mischung  von  Alkohol  und  Schwefel- 
kohlenstoff zu  gleichen  Teilen,  2)  reinen  Schwefelkohlenstoff,  3)  desgleichen  wieder- 
holt, 4)  gesättigte  Lösung  von  55“  Paraffin  in  Schwefelkohlenstoff  bei  30“  (auf 
dem  Thermostaten  von  36“),  5)  analoge  Lösung  bei  40—42“  gesättigt  (auf  einem 
Thermostaten  von  55—57“),  6)  reines  Paraffin,  einmal  gewechselt  V2 — IV2  Stunde. 
Vorsicht  erheischt  die  Feuergefährlichkeit  des  Schwefelkohlenstoffs.  Vor  dem  schlechten 
Geruch  .schützt  man  sich  durch  gut  schließende  Gefäße  und  Vermeiden  von  Um- 
schütteln usw. 

Plecnik  (Zeitschrift  für  wissenschaftl.  Mikroskopie  1902,  p.  328)  empfiehlt  den 
nicht  feuergefährlichen  Tetrachlorkohlenstoff. 

Mit  Vorteil  kann  man  auch  von  der  entwässernden  und  gut  ein- 
dringenden Kraft  des  Anilinöls  Gebrauch  machen,  speziell  wenn  man 
die  Einbettung  zu  beschleunigen  Avünscht;  man  kann  dadurch  den 
Aufenthalt  im  absoluten  Alkohol  abkürzen.  Man  bringt  die  Stücke 
aus  dem  Alkohol  in  Anilinöl  im  Parafflnofen,  dann  in  2 — 3 mal  ge- 
wechseltes Xylol  (bis  keine  gelbe  Farbe  mehr  abgegeben  wird), 
Xylolparaffin  und  Paraffin.  Da  bei  kleinen  Stücken  ein  jedesmaliger 
Aufenthalt  von  V2 — 1 Stunde  genügt,  kann  man  hiermit  Paraffin- 
schnitte in  wenig  Stunden  herstellen,  was  bei  sehr  zerfallendem  Ma- 
terial, das  Gefrierschnitte  nicht  zuläßt,  von  Vorteil  ist  (z.  B.  Aus- 
schabungen). 

In  der  Eegel  sind  die  Paraffinschnitte  zu  brüchig,  als  daß  man 
mit  ihnen  ohne  weiteres  die  verschiedenen  Manipulationen  vornehmen 
könnte,  die  zum  Färben  und  Einlegen  nötig  sind.  Man  klebt 
vielmehr  die  einzelnen  Schnitte  auf  dem  Objektträger 
fest.  Es  geschieht  dies  jetzt  ziemlich  allgemein  so,  daß  man  die 
Schnitte  direkt  von  dem  Messer  auf  den  mit  erwärmtem  AVasser  be- 
deckten gut  gereinigten  Objektträger  bringt,  wozu  man  sich  passend 
des  heizbaren  Tischchens  von  Born  bedienen  kann.  Durch  Schräg- 
halten läßt  man  das  überschüssige  AA^asser,  in  dem  sich  die  Schnitte 
sofort  ausgebreitet  haben,  ablaufen,  entfernt  den  Eest  durch  Fließ- 
papier und  bringt  dann  die  fest  anhaftenden  Schnitte  auf  6— 24  Stunden 
in  den  Brütofen  bei  37®.  Von  da  kommt  der  Objektträger  zur  voll- 
ständigen Entfernung  des  Paraffins  in  Xylol,  und  der  Schnitt  wird 
in  Kanadabalsam  eingeschlossen,  wenn  die  Präparate  schon  vorgefärbt 
waren;  ist  das  nicht  der  Fall,  so  kommen  die  Schnitte  aus  dem  Xylol 
in  absoluten  Alkohol,  96-proz.  Spiritus,  AA'^asser,  Farbe,  Auswasch- 
flüssigkeit, Alkohol,  Xylol,  Kanadabalsam. 

ln  den  rneisten  Fällen  erreicht  man  durch  das  geschilderte  A^er- 
fahren  der  Kapillar attraktion,  welche  man  übrigens  auch  so 
anwenden  kann,  daß  man  die  Schnitte  im  warmen  AVasser  ausbreitet 
und  auf  dem  untergeschobenen  Objektträger  auffängt,  ein  hinreichendes 


28 


Einbettung  in  Paraffin. 


Fcsthaftsn  dts  5cln^ittes.  Prülier  hat  man  sicli  vislfacli  b6stimnit6r 
Aufklebemittel  bedient,  die  auch  jetzt  noch  niclit  ganz  zu  entbehren 
sind,  und  daher  hier  kurz  erwähnt  werden  sollen. 

1)  Mischung  von  Nelkenöl  und  Kollodium,  welche  in  ganz 
dünner  Schicht  auf  den  Objektträger  aufgestrichen  wird.  Nachdem 
die  Schnitte  angedrückt  und  aufgeklebt  sind,  bringt  man  den  Objekt- 
träger für  5—10  Minuten  auf  ein  Wasserbad  oder  in  den  auf  60 
erwärmten  Th  ermostaten. 

2)  G 1 y z e r i n - E i w e i ß 1 ö s u n g.  Man  stellt  sich  dieselbe  so  her, 
daß  man  ein  abgemessenes  Quantum  von  Eiweiß  zu  Schaum  schlägt 
und  dann  mit  dem  gleichen  Volum  reinen  Glyzerins  versetzt.  Die 
Masse  wird  filtriert  und  in  ganz  dünner  Schicht  auf  den  Objektträger 
aufgetrageii.  Nachdem  die  Paraffinschnitte  aufgelegt  sind,  bringt, 
man  den  Objektträger  für  kurze  Zeit  aufs  Wasserbad  oder  in  den 
Brütschrank  bei  60®,  wo  die  Lösung  erstarrt  und  die  Schnitte  fest 
ankleben. 


8)  S c h e 1 1 a c k 1 ö s u n g.  Man  stellt  sich  eine  konzentrierte  Lösung 
von  weißem  Schellack  in  absolutem  Alkohol  her  und  breitet  diese 
Lösung  mit  einem  Glasstab  ganz  dünn  auf  dem  erwärmten  Objekt- 
träger aus.  Man  drückt  nun  die  einzelnen  Schnitte  auf  der  Schellack- 
decke an  und  setzt  dann  in  einem  Gefäß  den  Objektträger  den  Dämpfen 
einer  auf  dem  Boden  befindlichen  kleinen  Menge  von  Äther  aus. 

Nachher:  Wasserbad  oder  Wärmeschrank  — Xylol  zur  Entfernung 
des  Paraffins  usw.,  wie  oben. 

Die  Klebemittel  haben  alle  den  Nachteil,  daß  sich  Falten,  die 
im  Schnitte  vorhanden  sind,  nicht  mehr  ausgleichen  lassen.  Diesem 
Mangel  begegnet  die  sog. 

Japanische  Methode.  Man  bringt  auf  den  Objektträger  eine 
minimale  Glyzerin-Eiweißlösung  (s.  oben  Nr.  2),  verstreicht  diese  so 
fein  wie  möglich,  und  bringt  danu  auf  die  Eiweißschicht,  die  man 
eventuell  vorher  im  Thermostaten  noch  bei  70®  koagulieren  lassen 
kann,  etwas  Wasser.  Nun  werden  die  Schnitte  aufgelegt,  die  Aus- 
breitung eventuell  durch  ganz  vorsichtiges  Erwärmen  über  der  Spiritus- 
lampe befördert,  das  überschüssige  Wasser  mit  Fließpapier  abgesaugt 
und  das  Präparat  bei  30—35®  getrocknet. 

Gebhaedt  empfiehlt,  den  Objektträger  mit  einer  dünnen  Schicht 
Rizinusöl-Kollodium  (s.  p.  38)  zu  versehen  und  dann  den  Schnitt  auf 
diesem  in  einer  ziemlich  dicken  Lage  erwärmten  Wassers  auszubreiten. 


Albeecht  und  Stark  empfehlen  folgendes  Verfahren:  Man  bringt 
den  Schnitt  auf  den  Objektträger,  den  man  zuerst  anhaucht,  und  dann 
mit  einem  Tropfen  angewärmten  Wassers  beschickt.  Durch  wieder- 
holtes Anhauchen  streckt  sich  der  Schnitt  vollständig.  Dann  Anpressen 
mittels  vollkommen  glatten  Fließpapiers,  welches  mit  5 Tropfen 
absoluten  Alkohols  befeuchtet  ist.  Dann  Lösen  des  Paraffins  duich 
Xylol,  Verdrängen  des  Xylols  durch  absoluten  Alkohol.  Nun  liber- 
gießt  man  den  Schnitt  mit  einer  ganz  dünnen  CeUoidinlösung,  die 
man  vom  schief  gehaltenen  Objektträger  wieder  ablaulen  laßt.  Aut- 
gießen  von  95-proz.  Spiritus  ein  i)aar  Sekimden  lang,  und  Übertragen 
des  Objekts  in  Wasser  zur  beliebigen  Weiterbehandlung. 

Die  CeUoidinlösung  muß  so  dünn  sein,  daß  sie  höchstens  eine 
ganz  leichte  Trübung  zeigt.  :\Ian  setzt  von  einer  dwupen  Celloidin- 
lö.sung  reinem  Äther  einige  Tropfen  zu,  bis  wolkige  Irubiingeii  ent- 
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stehen,  mul  fügt  dann  so  viel  absoluten  Alkohol  zu,  bis  diese  wieder 
verschwinden,  und  dann  nocli  etwas  absoluten  Alkohol  im  Überschuß. 

Kombinierte  C e 1 1 o i d i n p a r a f f i n m e t h o d e. 

Durch  Kombination  der  Celloidin-  und  der  Paraffineinbettung 
erhält  man  oft  eine  sehr  gute  Sclinittfähigkeit  der  Präparate,  so  daß 
sich  große  und  dabei  doch  hinreichend  dünne  Schnitte  erzielen  lassen. 

Das  Verfahren  ist  folgendes: 

1)  Übertragen  des  Objekts  aus  dem  Alkohol  in  eine  Mischung 
von  absolutem  Alkohol  und  Äther  zu  gleichen  Teilen,  für  einige 
Stunden. 

2)  Durchtränkung  in  mäßig  dicker  Celloidinlösung  24  Stunden  lang. 

3)  Übertragen  in  Ol.  Origani. 

4)  Übertragen  in  eine  Mischung  von  Paraffin  und  Ol.  Origani, 
welche  bis  auf  höchstens  40"  erwärmt  ist. 

5)  Übertragen  in  geschmolzenes  Paraffin. 

Die  weitere  Behandlung  wie  bei  der  gewöhnlichen  Paraffinein- 
bettung. 

Nach  Field  und  Martin  bringt  man  das  gut  entwässerte  Präparat 
zunächst  für  einige  Stunden  in  absoluten  Alkohol  und  Toluol  zu 
gleichen  Teilen.  Dann  kommen  die  Stücke  für  einige  Stunden  in  ein 
Celloidinparaffingemisch,  welches  in  folgender  Weise  bereitet  wird: 
In  einer  Mischung  von  absolutem  Alkohol  und  Toluol  wird  Celloidin 
bis  zur  Konsistenz  von  Nelkenöl  gelöst,  dann  Paraffin  bis  zur  Sättigung 
bei  einer  Temperatur  von  20—25 " C.  Von  hier  ans  Übertragung  der 
Stücke  in  mit  Paraffin  gesättigtes  Chloroform,  dann  in  gewöhnliche 
Paraffinlösung. 


Andere  Einbettungsmethoden. 

Die  Einbettung  in  Seifen  verschiedener  Komposition  und  in 
Mischungen  von  Eiweiß  dürfte  seit  der  Einführung  des  CeUoidins  in 
die  mikroskopische  Technik  für  pathologisch  - anatomische  Unter- 
suchungen höchstens  dann  noch  zur  Anwendung  kommen,  wenn  der 
Kontakt  des  Untersuchungsobjekts  mit  Alkohol  usw.  ganz  vermieden 
werden  soll,  namentlich  wenn  spirituslösliche  Bestandteile  im  Präparat 
erhalten  werden  sollen. 

Döllken  empfiehlt  namentlich  Rizinusseife,  für  härtere  Gewebe 
Stearinseife,  für  ganz  weiche  Oleinseife. 

Diese  Seifen  werden  in  der  Weise  bereitet,  daß  man  in  20— 30-proz. 
Natronlauge  Rizinusöl  resp.  Stearinsäure  usw.  so  einträgt,  daß  NaOH 
in  geringem  Maße  vorwaltet.  Die  Seifenlösung  muß  noch  einige  Zeit 
kochen,  dann  läßt  man  erkalten  und  erstarren,  und  befreit  den  Seifen- 
kuchen durch  Auspressen  teilweise  von  der  überschüssigen  Natron- 
lauge, der  Rest  von  NaOH  wird  durch  Dialj^se,  oder  durch  häufiges 
Lösen,  Fällen  und  Auspressen  entfernt. 

Zur  Einbettung  wird  eine  ziemlich  dünne  Seifenlösung,  3 — 5-proz., 
m destilliertem  Wasser  benutzt.  In  diese  werden  die  1 cm  hohen 
Stückchen  aus  Formalin,  MÜLLEB’scher  Flüssigkeit  usw.  gebracht  und 
Stunden  bei  35 " — 40 " C in  bedeckter  Schale  gelassen.  Dann 
Eindunstenlassen  bis  zur  Erstarrung  durch  Abnehmen  des  Deckels, 
Auikitten  der  Blöcke  mit  V asserglas  auf  Holzstücke.  Schneiden  wie 
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bei  Paraifiii.  \or  der  bärbiing  muß  die  Seife  gut  ausgewaschen 
werden. 

Erwähnung  verdienen  außerdem  noch  einige  Methoden,  die  für 
gröbere  und  schnell  anzustellende  Untersuchungen  manchmal  Ver- 
wendung finden. 

Um  kleine  Objekte,  namentlich  auch  membranartige  Teile  schnell 
schnittfähig  zu  machen,  kann  man  dieselben  zwischen  zwei  Stücke 
gehärteter  Kinds-  oder  Aniyloidleber  einklemmen.  Man 
verfährt  so,  daß  man  ein  Stück  Amyloidleber  halbiert,  das  zu  schneidende 
Objekt  zwischen  die  beiden  Hälften  bringt  und  nun  aus  freier  Hand 
mit  dem  Rasiermesser  oder  auch  auf  einem  kleinen  Zylindermikrotom 
Schnitte  durch  die  Leber  macht,  die  dann  immer  zugleich  einen  Schnitt 
des  zu  untersuchenden  Stückes  liefern. 

Zu  demselben  Zwecke  kann  man  auch  Holländer  Käse  verwenden, 
der  einige  Zeit  bei  25  ° C in  95-proz.  Spiritus  gestanden  hat. 

Hollundermark  wendet  man  in  ähnlicher  Weise  wie  Amyloid- 
leber an : Man  spaltet  dasselbe  und  bringt  das  zu  schneidende  Objekt 
zwischen  die  beiden  Hälften.  Das  Hollundermarkstückchen  mit  dem 
Präparat  wirft  man  dann  für  einige  Minuten  in  Wasser,  wo  das 
Hollundermark  aufquillt  und  das  Präparat  nun  fest  umschließt.  Man 
schneidet  ebenfalls  frei  oder  in  einem  Zylindermikrotom. 

Eine  weitere  primitive  Einbettungsmethode  besteht  darin,  daß 
man  das  zu  schneidende  Objekt,  welches  nur  wenige  Millimeter  hoch 
sein  darf,  auf  einem  Kork  in  einen  großen  Tropfen  Gummilösung 
hereinstellt.  Dann  bringt  man  den  Kork  in  95-proz.  Alkohol,  wo  der 
Gummi  erstarrt  und  einen  festen  Mantel  um  das  Präparat  bildet. 


Siebentes  Kapitel. 

Anfertigung  von  Schnitten.  Mikrotome.  Serienschnitte. 

Zur  mikroskopischen  Untersuchung  geeignete  Schnitte  lassen  sich 
sowohl  von  frischen,  wie  von  gehärteten  Präparaten  gewinnen;  ge- 
wöhnlich werden  sie  aber  von  den  letzteren  hergestellt,  weil  sie  viel 
dünner  und  gleichmäßiger  werden,  weil  sie  sich  besser  färben  und  auch 
besser  als  Dauerpräparate  aufgehoben  werden  können.  Man  darf  es 
jedoch  nicht  unterlassen,  auch  Schnitte  von  frischen  Präparaten  in 
Wasser  oder  in  0,6-proz.  Kochsalzlösung,  eventuell  auch  nach  den 
übrigen,  p.  5 angegebenen  Methoden,  zu  untersuchen,  da  manche  Eigen- 
schaften der  Gewebe  sich  bei  der  Härtung  ändern. 

Für  manche  Untersuchungen  genügen  mit  freier  Hand  gefunrte 
Schnitte,  welche  mit  einem  scharfen,  auf  beiden  Seiten  hohl  ge- 
schliffenen Rasiermesser  ausgeführt  werden.  Die  Schneide  des 
Messers  muß  vollkommen  gerade,  darf  also  nicht  gebraucht  seim 

Das  zu  schneidende  Objekt  wird  mit  dem  Daumen  und  dem  Zeige- 
finger der  linken  Hand  gefaßt,  so  daß  es  über  die  Radialseite  des 
Zeigefingers  etwas  hervorragt.  Pis  wird  zunächst  eine  glatte  bcnnitt- 
fläche  angelegt  und  von  dieser  dann  möglichst  dünne  Schnitte  ab- 
geschnitten. 
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Die  Klinge  des  Messers  Avird  da,  wo  sie  am  Griff  befestigt  ist, 
mit  dem  Daumen  und  dem  Zeigefinger  der  rechten  Hand  gefaßt.  Sie 
wird  dann  unter  leichter  Neigung  der  Schneide  gegen  das  Präparat 
gezogen,  ohne  Anwendung  irgend  eines,  auch  nur  geringen  Drucks. 
Das  Schneiden  geschieht  also  durch  Zug,  nicht  durch  Druck! 

Man  gewinnt  gleichmäßigere  Schnitte  und  erleichtert  sich  das 
Schneiden,  wenn  man  die  Messerklinge  auf  die  Eadialseite  des  linken 
Zeigefingers,  welcher  das  Präparat  hält,  auflegt  uud  so  eine  Stütze 
für  dieselbe  gewinnt. 

Stets  muß  das  Messer  ausgiebig  befeuchtet  sein,  und  zwar  bei 
frischen  Präparaten  mit  A\^asser  oder  sclmachem,  bei  gehärteten  mit 
starkem  Spiritus.  Von  der  Messerklinge  bringt  man  die  Schnitte  in 
eine  flache,  breite  Schale  mit  Wasser  oder  dünnem  Spiritus. 

Bessere  und  gleichmäßigere  Schnitte  erhält  der  Ungeübte  speziell 
von  frischen  Organen,  die  mit  dem  Easiermesser  oft  nur  sehr  schlecht 
zu  schneiden  sind,  mit  Hilfe  des  D o p p e 1 m e s s e r s.  Dieses  Instrument 
besteht  aus  2 Messern,  deren  Schneiden  durch  Schrauben  einander 
genähert  oder  entfernt  Averden  können,  so  daß  sie  sich  parallel  bleiben 
und  deren  eine  zur  Entnahme  des  Schnittes  aufgeklappt  werden 
kann.  Man  befeuchtet  die  Klingen  mit  physiologischer  Kochsalzlösung 
und  schneidet  in  das  Organ  ebenfalls  nur  mittels  Zuges,  ohne  Druck 
anzuwenden;  durch  leichtes  Drehen  schneidet  man  den  Schnitt  an 
seiner  Basis  ab  und  spült  ihn  von  dem  gebifneten  Doppelmesser  in 
einem  Glase  mit  Kochsalzlösung  ab.  Solche  Schnitte  lassen  oft  schon 
während  der  Sektion  mikroskopische  Diagnosen  stellen. 

Mikrotome. 

Vollkommenere,  gleichmäßigere  und  größere  Schnitte  erhält  man 
durch  AuAvendung  der  Mikrotome,  von  denen  hauptsächlich  die  folgen- 
den in  Gebrauch  sind: 

1)  Zerlegbare  Zylindermikrotome  aus  Metall,  mit  einer 
Schlußplatte  von  Stahl.  Dieselben  bestehen  aus  einem  Hohlzylinder, 
dessen  Boden  durch  eine  von  unten  Avirkende  Schraube  gehoben 
werden  kann,  und  der  mit  dieser  Hebung  dann  auch  das  Präparat 
nach  oben  verschiebt.  Der  Zylinder  ist  oben  mit  einer  Schlußplatte 
versehen.  Das  Messer  wird  beim  Schneiden  — es  eignet  sich  dazu 
jedes  doppelt  hohlgeschliffene  Easiermesser  mit  gerade  verlaufender 
Klinge  — mit  Alkohol  befeuchtet  auf  die  Schlußplatte  aufgelegt  und 
ohne  Druck  über  dieselbe  so  hingezogen,  daß  seine  ganze  Schneide, 
vom  Anfang  bis  zum  Ende,  zur  Wirkung  kommt.  Brauchbar  für  den 
Arzt  ist  nur  ein  zerlegbares  Mikrotom,  bei  welchem  der  Durchmesser 
des  Hohlzylinders _ 12 — 18  mm,  der.Durchmesser  der  Schlußplatte  vom 
Kand  derselben  bis  zur  zentralen  Öffnung  etwa  12  mm  beträgt.  Bei 
einem  solchen  Instrument  läßt  sich  jedes  Easiermesser  mit  gerade 
verlaufender  Schneide  verAvenden,  während  eine  größere  Schlußplatte 
oder  eine  größere  Zylinderweite  eigens  konstruierte  Messer  erfordern. 

Das  Zyliudermikrotom  dient  nur  zum  Schneiden  gehärteter  Prä- 
parate. Vertragen  dieselben,  wie  dies  meist  der  Fall  ist,  eine  geAvisse 
Kompression,  ohne  daß  sie  sich  dabei  erheblich  verändern,  so  bettet 
man  sie  in  ein  Stück  Amyloidleber  oder  Hollundermark  (s.  p.  30)  ein, 
welches  so  zugeschnitten  ist,  daß  es  in  den  Hohlzylinder  gerade  hinein- 
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paßt,  und  schließt  das  Ganze  zwischen  den  beiden  auseinanrlpr 
genommenen  Hälften  des  Hohlzylinders  ein.  auseinander- 

Darf  das  Präparat  nicht  gej)reßt  werden,  so  gießt  man  in  den 
geschlosseimn  Hohlzylinder  so  viel  durch  Erwärmen  flüssig  gemachtes 
Solarparaffin  ein,  als  notwendig  ist,  um  den  Boden  des  Zylinders 
zu  bedecken.  Dann  bringt  man  das  Stück  in  den  Hohlraum  und 
füllt  nun  den  seitlich  vom  Präparat  und  über  demselben  frei  bleiben- 
den Hohlraum  mit  flüssigem  Paraffin  aus.  Es  handelt  sich  hier  also 
um  eine  einfache  Um  gieß ung  des  Präparats  mit  Paraffin  nicht 
um  eine  gleichzeitige  gründliche  Durch  trän  kuns-,  wie  bei  der  Ein- 


bettung. 


Übrigens  kann  man  das  Anhaften  des  Paraffins  am  Präparat 
noch  dadurch  befördern,  daß  man  zuvor  das  letztere  für  einige  Stunden 
in  ein  Lösungsmittel  des  Parafins:  Xylol,  Benzin,  Bergamottöl  usw. 
einlegt.  Mit  denselben  Eeagentien  wird  nachher  aus  den  einzelnen 
Schnitten  das  Paraffin  wieder  entfernt.  Diese  Umgießungsmethode 
ermöglicht  bei  ganz  dünnen,  in  Alkohol  oder  Formel  gehärteten  Ge- 
schwulststücken eine  sehr  schnelle  Diagnose. 

Zylindermikrotome  mit , Halter  zum  Befestigen  am  Tisch  sind 
nicht  praktisch ; ebenso  sind  Mikrotome  mit  unzerlegbarem  Zylinder 
und  solche,  bei  denen  die  Schlußplatte  mit  Glas  verkleidet  ist,  nicht 
zu  empfehlen. 

2)  Die  Sch  litten  mikrotome  sind  viel  vollkommenere  In- 
strumente. Die  Schnitte  werden  dünner,  gleichmäßiger,  und  man 
kann  viel  größere  Schnitte  mit  ihnen  anfertigen. 

Bei  den  Schlittenmikrotomen  wird  das  Messer  in  einem  Schlitten 
geführt,  der  auf  drei,  ganz  glatt  polierten  und  gut  geölten  Schienen 
hin  und  her  bewegt  wird. 

Das  Präparat  wird  entweder  von  unten  nach  oben  direkt  in  einer 
Klammer  durch  eine  Schraube  in  die  Höhe  gehoben,  oder  es  kommt 
dadurch  langsam  um  eine  gewisse  Anzahl  von  Teilstrichen  in  die 
Höhe,  daß  es  auf  einer  schiefen  Ebene  durch  Schraubenvorrichtung 
langsam  vorgeschoben  wird. 

Das  Präparat  wird  dabei  entweder  direkt  in  einer  Klammer  oder 
in  einer  zylinderartigen,  zu  seiner  Aufnahme  bestimmten  Voridchtung 
befestigt,  und  man  kann  sich  dabei  der  mehrfach  erwähnten  Ein- 
klemmung in  Amyloidleber  oder  Holundermark  bedienen  (s.  p.  30); 
oder  man  klebt  das  Präparat  auf  einem  Kork  fest,  der  dann  seiner- 
seits in  die  Klammer  eingeschraubt  wird. 

Bei  dem  letzteren  Verfahren,  welches  das  allgemeiner  gebräuch- 
liche ist,  schneidet  man  sich  eine  flache  Scheibe  aus  dem  betreffenden 
Objekt  zurecht  und  klebt  sie  auf  den  vorher  mit  einem  Messer  rauh 
gemachten  Kork  mit  sog.  flüssigem  Leim  auf.  Daun  kommt  der 
Kork  auf  einige  Stunden  in  absoluten  Alkohol  oder  starken  Spiritus, 
in  dem  die  Leimmasse  erstarrt  und  fest  wird. 

Schneller  und  sicherer  erreicht  man  das  Festkleben  noch  mit 
einer  Glyzeringelatinemischung:  man  läßt  Gelatine  einige 
Stunden  in  Wasser  aufquellen,  gießt  dann  das  Wasser  ab  und  kocht 
die  aufgequollene  Gelatine  mit  dem  gleichen  Volumen  Glyzerin,  dem 
man  gegen  sj)ätere  Schimmelbildung  etwas  Kampfer  oder  noch  besser 
eine  Spur  Sublimat  zugesetzt  hat.  Die  flüssige  Masse  wird  durch 
Leinwand  filtriert  und  erstarrt  dann.  Zum  Gebrauch  macht  man  jedp- 
mal  ein  erbengroßes  Stückchen  derselben  auf  einem  sog.  Kartoffel- 
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iiiesser  Uber  der  Flamme  flüssig,  bringt  den  flüssigen  'l''ro])fen  auf  den 
Kork  und  setzt  das  Präparat  darauf.  In  Alkoliol  Avird  dann  die 
Jlasse  sehr  rasch  starr  und  fest. 

Es  muß  durcliaus  ’ da\'or  geAvarnt  Averden,  die  Stücke,  die  man 
uaf  Kork  aufkleben  Avill,  zu  lioch  auszusclineiden.  Diesell3en  sollen 
nicht  höher  als  8 mm  sein,  Aveil  sie  sich  sonst  leicht  vor  dem  Messer 
etAvas  ausbiegen. 

Als  Messerstellung  empfiehlt  sich  für  die  Mehrzahl  der  Fälle  eine 
möglichst  spitzAvinklige  Richtung  der  Klinge  zum  Präparat,  so  daß 
die  ganze  Klinge  zur  Wirkung  kommt  und  ausgenutzt  Avird.  Nur  bei 
sehr  kleinen  und  sehr  harten  Präparaten  kann  die  Stellung  des 
Messers  sich  mehr  der  senkrechten  nähern.  Allgemein  gültige  Regeln 
lassen  sich  übrigens  scliAver  geben ; oft  muß  man  verschiedene 
Stellungen  des  Messers  durchprobieren,  bis  man  die  für  das  betreffende 
Präparat  passende  gefunden  hat. 

Auch  bei  den  Schlittenmikrotomen  müssen  das  Messer  und  das 
Präparat  stets  mit  Spiritus  befeuchtet  sein,  den  man  mit  einem  Pinsel 
aufträgt.  Besondere  Tropfvorrichtungen Averden  zAvar  j etzt  in  mancherlei 
Form  zu  den  einzelnen  Mikrotomen  konstruiert,  sind  aber  entbehrlich. 

Man  entfernt  die  Schnitte  von  dem  Messer  mittels  eines  feinen 
Pinsels  und  überträgt  sie  in  eine  Schale  mit  Wasser  oder  verdünntem 
Spiritus.  Auch  mit  einer  biegsamen,  vorn  stumpfen  silbernen  Nadel 
lassen  sich  die  Schnitte  sehr  gut  abnehmen.  Man  darf  mit  derselben 
natürlich  nicht  die  Schneide  des  Messers  berühren. 

Paraffinpräparate  müssen  trocken  geschnitten  Averden.  Dabei 
rollen  sich  dieselben  leicht  auf.  Es  sind  daher  verschiedene  Vor- 
richtungen, sog.  Schnittstrecker,  angegeben  Avorden,  um  dieses 
Aufrollen  zu  verhindern,  z.  B.  ein  hakenförmig  umgebogener,  am 
Messer  befestigter  Draht,  dessen  vorderer  Teil  sich  über  das  Prä- 
parat hinlegt.  Am  einfachsten  verhindert  man  das  Aufrollen  der 
Parafflnschnitte  durch  Anhauchen  des  Messers  oder  durch  Auflegen 
eines  schmalen,  bandförmigen  Streifens  Kartonpapier  (Visitenkarte), 
mit  dem  die  linke  Hand  den  Schnitt  an  die  Fläche  des  Messers  an- 
drückt. Auch  ein  kleiner  Hornspatel  kann  ähnlich  gebraucht  AA^erden. 
Übrigens  ist  bei  der  jetzt  üblichen  Methode  des  Aufklebens  auf  ge- 
Avärmtem  Wasser  das  Rollen  des  Schnittes  überhaupt  nicht  mehr  so 
sehr  von  Belang. 

3)  Das  GuDDEN’sche  Mikrotom  ermöglicht  es,  die  Schnitte 
unter  Wasser  anzufertigen,  Avas  namentlich  bei  sehr  großen  Gehirn- 
schnitten ei'Avünscht  sein  kann.  Dasselbe  ist  so  eingerichtet,  daß  das 
betreffende  Präparat  in  einem  Metallzylinder  durch  einen  Stempel  in 
die  Höhe  gehoben  Avird.  Dieser  Metallzylinder  befindet  sich  mit  dem 
IMesser  in  einer  Wanne  mit  Wasser.  Zum  Befestigen  des  Stückes  in 
dem  Zylinder  dient  eine  Umgießungsmasse  von 

Stearin  ' 12  Teile 
ScliAveinefett  12  Teile 
Wachs  1 'J''eil. 

Bezugsquellen  für  Mikrotome: 

Mechaniker  Becker,  Güttingen. 

„ Jung-Heidelberg. 

Instrumentenmacher  Katsch,  Münclien. 

Dr.  Long,  Berlin. 

Mechaniker  Schanze,  Leipzig. 

V.  Kahl  den,  Technik  der  histologischen  Untersuchung.  7.  Auii.  3 
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4)  Die  Gefriermikrotome  haben  durch  ilire  handliche  Kon- 
struktion und  ihre  Vorzüge  sich  eine  große  Beliebtheit  und  weite 
Verbreitung  erworben.  Fast  unentbehrlich  für  den  Chirurgen,  der 
möglichst  schnell  nach  einer  Diagnose  exzidierter  Stückchen  ’ usw. 
verlangt,  bieten  sie  auch  für  die  feinsten  wissenschaftlichen  Unter- 
suchungen manche  wertvolle  Vorteile.  Neben  der  Schnelligkeit,  mit 
der  sie  die  Anfertigung  guter  Präparate  gestatten,  machen  sie  eine 
Alkoholhärtung  überflüssig  und  lassen  so  alkohollösliche  Substanzen, 
wie  Fett,  in  den  Schnitten  unangetastet.  Dadurch  ermöglichen  sie 
die  Anwendung  der  neueren  Fettfärbemittel. 

Die  Gefriermikrotome  werden  in  solider  Konstruktion  von  der 
Firma  R.  Jung,  Heidelberg  geliefert.  Die  ältere  Form,  das  Studenten- 
mikrotom A,  ist  nur  für  Gefrier-  und  Paraffinschnitte  eingerichtet 
und  wegen  seines  billigeren  Preises  und  der  längeren  Gebrauchs- 
fähigkeit der  Messer  dort  vorzuziehen,  wo  für  Celloidinpräparate  eines 
der  vorgenannten  Mikrotome  zur  Verfügung  steht.  Soll  in  einem 
kleinen  Laboratorium  oder  für  die  Bedürfnisse  des  praktischen  Arztes 
womöglich  ein  Instrument  für  alle  Einbettungsarten  Verwendung 
finden,  so  ist  das  neue  Modell,  Studentenmikrotom  B,  empfehlenswert, 
das  auch  Celloidinschnitte  mit  ziehender  Messerstellung  gestattet. 

Die  Gefriermikrotome  werden  an  den  Tisch  angeschraubt  und 
tragen  eine  Gefrierkammer,  die  durch  eine  Mikrometerschraube  ge- 
hoben wird  und  oben  durch  eine  Metallplatte  abgeschlossen  ist.  Auf 
diese  kommt  das  zu  schneidende  Objekt,  über  das  ein  kurzes  Messer 
gleitet;  sehr  praktisch  ist  die  automatische  Regulierung  der  Schnitt- 
dicke, die  an  den  neueren  Modellen  um  je  2,5  variiert  werden 
kann.  Bei  der  gewöhnlichen  Anwendung  wird  man  unter  eine 
Schnittdicke  von  10  f.i  nicht  herunter  zu  gehen  brauchen,  doch  sind 
auch  Schnitte  von  20  /.i,  für  manche  Objekte  auch  30  f.i  noch  gut 
brauchbar.  Da  die  Stücke  der  schrumpfenden  Wirkung  des  Alkohols 
und  der  übrigen  Einbettung  nicht  unterworfen  sind,  enthalten  die 
Schnitte  bedeutend  weniger  Zelllagen,  als  in  gleichdicken  Schnitten 
eingebetteter  Präparate  sind. 

Das  Gefrieren  wird  entweder  mit  Atherspray  erreicht,  der  jedoch 
besonders  in  der  heißen  Jahreszeit  einen  großen  Atherverbrauch  er- 
fordert, oder  mit  Chloräthyl;  neuerdings  wird  auch  Anästhol  (zu  be- 
ziehen von  Speyer  und  Karger,  Berlin,  Lothringerstr.  41)  als  öko- 
nomisch empfohlen.  Am  billigsten  und  bequemsten  ist  für  größere 
Laboratorien  die  flüssige  Kohlensäure,  deren  Flasche  mit  der  Gefrier- 
kammer durch  ein  Metallrohr  verbunden  wird;  nach  geringem  Olfnen 
des  Ventils  friert  das  Präparat  fast  momentan.  _ 

Das  Gefrierverfahren  findet  an  frischen  Objekten  nur  selten  An- 
wendung; gleichwohl  kann  es  für  gewisse  Zwecke  wertvoll  sein,  da 
gelindes  Gefrieren  der  Struktur  und  Funktionsfähigkeit  des  Proto- 
plasmas noch  nicht  zu  schaden  braucht. 

Am  häufigsten  wird  Fixierung  in  4 — 10-proz.  Formollösung  ange- 
wandt; dann  werden  nach  Va — 1-stündigem  Wässern  dünne  Scheiben 
auf  die  Platte  des  Gefriermikrotoms  gebracht,  mit  etwas  V asser  um- 
geben und  gefroren.  Ein  leichtes  Andrücken  mit  einem  Skalpellstiel 
0.  dgl.  befördert  das  Festhaften.  Das  Präparat  muß  vollständig 
durchfroren  sein,  sonst  enthalten  die  Schnitte  Lücken;  anderseits  dait 
es  nicht  zu  hart  gefroren  sein,  da  sonst  das  Messer  nicht  ordentlich 
faßt  und  die  Schnitte  ein  streifiges  Aussehen  zeigen;  eventuell  kann 
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man  durcli  Anliauchen  die  oberste  Scliiclit  etwas  erweichen.  _ Mit  der 
aiitomatisclien  Einstellnng  kann  man  so  in  kurzer  Zeit  eine  große 
Anzahl  von  gleichmäßigen  Sclinitten  herstellen,  die  man,  ev.  zu 
mehreren,  mit  Pinsel  oaer  Finger  von  dem  Messer  abnimmt  und  in 
eine  Schale  mit  AYasser  legt;  oft  kann  man  auch  die  Schnitte  direkt 
in  die  vorgehaltene  Schale  schleudern,  wenn  man  die  Messerklinge 
ganz  trocken  hält.  Auch  aus  MüLLEu’scher  Flüssigkeit  oder  Müllek- 
Forniolmischung  kann  man  nach  kurzer  Austvässerung  gute  Gefrier- 
schnitte anfertigen.  Bei  dem  Kohlensäureverfahren  ist  ein  Auswässern 
kaum  nötig. 

Die  Färbung  wird  erleichtert,  wenn  man  die  Schnitte  auf  einige 
Minuten  in  96-proz.  Alkohol  (für  Fettpräparate  nur  50-proz.)  bringt; 
auch  breiten  sich  dann  die  Schnitte  gut  in  der  Farblösung  aus. 

Zur  Schnelldiagnose  fixiert  man  kleine  Stückchen  V2 — 2 Stunden 
in  10-proz.  Formol  im  Brutschrank  oder  Paraffinofen,  wässert  kurz,  und 
fixiert  die  Gefrierschnitte  in  Alkohol  nach.  In  besonders  eiligen  Fällen 
kann  man  eine  kleine  Scheibe  in  einem  Eeagensglas  mit  10 — 40- 
proz.  Formol  erhitzen,  sofort  schneiden  und  nach  Alkoholbehandlung 
färben. 

Auch  von  Spirituspräparaten  und  Celloidinblöcken  lassen  sich 
Gefrierschnitte  anfertigen,  doch  muß  dann  eine  gründliche  Aus- 
wässerung vorhergehen.  Meist  ist  eine  12 — 26-stündige  AYässerung 
im  Brütschrank  oder  in  fließendem  AYasser  nötig. 

M i k r 0 1 0 m m e s s e r. 

Die  am  häufigsten  benutzten  Messer  sind  auf  der  Unterseite 
glatt,  auf  der  Oberseite  konkav  geschliffen;  doch  ist  die  Unterseite 
nach  der  Schneide  zu  meist  noch  etwas  abgeschrägt.  Das  Schleifen 
der  Messer  sollte  man  nur  geübten  Instrumentenmachern  überlassen. 
Dagegen  soll  das  Abziehen  auf  einem  weichen  Streichriemen  möglichst 
häufig  vorgenommen  werden ; dazu  versieht  man  das  Messer  mit  einer 
Abziehvorrichtung  und  führt  es  ohne  Druck  etwa  12-mal  auf  jeder 
Seite  über  das  Leder.  Sorgfältige  Eeinigung  nach  jedem  Gebrauch, 
wobei  jede  Berührung  der  Schneide  vermieden  werden  muß,  trägt 
ebenfalls  zur  Verlängerung  der  Brauchbarkeit  bei. 

Serienschnitte. 

Eine  besondere  Technik  erfordert  die  Anfertigung  von  Serien- 
schnitten. 

1)  Für  Celloidinpräparate  bedient  man  sich  dazu  am  besten 
des  AYEiGERT’schen  Verfahrens.  Man  schneidet  sich  schmale 
Streifen  von  Klosettpapier,  deren  Breite  den  Durchmesser  der  aufzu- 
legenden Schnitte  etwa  um  das  Doppelte  übertrifi’t.  Der  Schnitt  wird 
nun,  wenn  er  sich  nicht  von  selbst  dicht  an  die  Schneide  des  Messers 
anlegt,  vorsichtig  mit  der  Nadel  dorthin  gerückt.  Dann  legt  man  den 
Papierstreifen  von  oben  her  auf  den  Schnitt  und  zieht  ilin  mit 
^tztersm  wagereclit  oder  ein  klein  wenig  nach  oben  abliebend  in  der 
luchtung  der  Messerfläche  nach  links  hin  fort.  Das  Abziehen  gelingt 
aber  nui^  wenn  der  Schnitt  nicht  in  gar  zu  viel  Spiritus  schwimmt. 

1 er  nächste  Schnitt  kommt  auf  dem  Papierstreifen  immer  an  die 
rechte  &eite^  des  vorigen.  Die  Streifen  müssen  nun,  während  die  ein- 
zelnen Schnitte  aufgelegt  werden,  namentlich  aber  auch  dann,  Avenn 
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sie  die  eiitspreclieiide  Anzalil  von  Schnitten  aufgenommen  haben  und 
weitere  Streifen  präpariert  werden,  feucht  gelialten  werden.  Zu  dem 
Zwecke  stellt  man  neben  dem  Mikrotom  einen  dachen  Teller  auf  der 
mit  einer  mnfachen  Lage  von  spiritusdiirchtränktem  Fließpapier’ und 
darüber  mit  einem  Blatt  Klosettpapier  versehen  ist.  Auf  dieses  legt 
man  die  einzelnen  Stieifen  so,  daß  die  Präparate  nach  oben  sehen. 

Ist  das  ganze  Stück  geschnitten,  so  bringt  man  jeden  Papier- 
stieifen,  die  Piäpaiate  nach  unten,  auf  eine  Glasplatte,  die  man  vorher 
mit  einer  dünnen  Kollodiumschicht  bedeckt  hat,  und  drückt  ihn  dort 
ganz  sanft  an._  Dann  gelingt  es  leicht,  die  Papierstreifen  so  abzuziehen 
daß  die  Schnitte  in  richtiger  Reihenfolge  auf  der  Kollodiumschicht 
haften  bleiben.  Ist  noch  Flüssigkeit  auf  der  Oberdäche  vorhanden, 
so  entfernt  man  diese,  ohne  jedoch  die  Schnitte  ganz  trocken  werden 
zu  lassen.  Sofort  bedeckt  man  dann  die  Schnitte  mit  einer  zweiten, 
ebenfalls  dünnen^  und  gleichmäßigen  Kollodiumschicht  und  stellt  dann 
die  Platte  auf  die  Kante,  um  die  folgenden  weiter  zu  behandeln.  Man 
markiert  dann  noch  die  Reihenfolge  der  Schnitte  durch  einen  feinen 
in  Methylenblau  getauchten  Stift. 

Bringt  man  nun  die  so  behandelten  Glasplatten  in  Färbedüssig- 
keit  — es  ist  zunächst  die  WEiGEUT’sche  Hämatoxylinlösung  zur  Fär- 
bung des  Zentralnervensystems  vorgesehen  — so  löst  sich  sehr  bald 
die  ganze  Kollodiummasse  mit  den  eingeschlossenen  Schnitten  Amn  der 
Unterlage  ab. 

Nach  beendeter  Färbung  kann  man  die  Kollodiumplatten  in 
passender  Weise  unter  Wasser  mit  der  Schere  zerschneiden;  sie 
kommen  dann  in  96-proz.  (nicht  absoluten!)  Alkohol.  Die  Schnitte 
dürfen  nicht  in  Nelkenöl  aufgehellt  werden,  und  da  auch  Origanumöl 
wegen  seiner  großen  Empdndlichkeit  gegen  Wasseiveste  unbequem 
ist,  so  hellt  man  die  Schnitte  in  Karbolxylol  auf  (Mischung  von 
Xylol  3,  Acidum  carbolic.  pur.  1).  Auf  den  Boden  der  Flasche, 
in  der  man  diese  Mischung,  die  immer  wieder  gebraucht  werden  kann, 
aufbewahrt,  bringt  man  etAvas  ausgeglühtes  weißes  Kupfervitriol. 
Wenn  sich  dasselbe  bläut,  wird  es  durch  ueues  ersetzt  oder  von  neuem 
ausgeglüht. 

Will  man  die  Serienschnitte  auf  der  einen  Seite  frei  von  Kollo- 
dium lassen,  um  sie  unmittelbarer  der  Einwirkung  der  Färbeflüssig- 
keit auszusetzen,  so  kann  man  sich  der  Modifikation  von  Dimmer 
bedienen;  Man  übergießt  die  Glasplatten  mit  einer  Gelatinelösung 
(16  g in  300  g warmem  Wasser  gelöst)  und  läßt  staubfrei  trocknen, 
meist  etAva  2 Tage.  Die  Schnitte  werden  dann  ebenso  wie  bei  dem 
WEiGERx’schen  Verfahren  auf  die  Gelatine  mittels  Klosettpapier  ge- 
drückt und  mit  70-proz.  Alkohol  feucht  gehalten.  Dann  Abtrocknen 
und  Übergießen  mit:  Photoxylin  6,0  — Alkohol  absolut,  und  Äther 
ää  100.  Antrocknen  lassen.  Dann  in  Wasser  von  50-55®,  nachdem 
man  am  Rande  die  Photoxylinschicht  eingeritzt  hat,  um  das  Ein- 
dringen. des  Wassers  zu  begünstigen.  Hier  rasche  Abhebung  vom 
Glase,  Übertragen  in  Farbe  usAA^ 

Sehr  em])fehlensAvert  ist  eine  Methode  von  Bauer,  die  sich  an 
eine  Vorschrift  von  Obregia  anlehnt.  Man  begießt  die  gereinigten 
Glasjilatten  mit  einer  dünnen  Schicht  folgender  Mischung: 

Lösung  von  gepulvertem  Kandiszucker  (1 ; 1)  300  ccm 
Alkohol  (80-proz.)  200  ccm 

Dextrinlösung  (1 : 1)  100  ccm 
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(in  der  angegebenen  Reihenfolge  zu  mischen).  Nach  staubfreiem 
Trocknen  iverdeu  die  Präparate  wie  bei  den  anderen  Methoden  aut- 
geklebt,  mit  einer  dünnen  Celloidinlösnng  übergossen.  Nach  Anritzen 
der  Ränder  löst  sich  dann  die  ganze  Platte  in  Wasser  ab. 

AuiiüKTiN  empfiehlt  die  Schnitte  mit  etwas  70-proz.  Alkohol, 
der  ihnen  vom  Schneiden  her  gewöhnlich  noch  anhaftet,  auf  Objekt- 
trägern zu  ordnen.  Dann  wird  der  70-proz.  Alkohol  entfernt  und 
Fließpapier  anfgedrückt.  Ehe  die  Schnitte  zn  trocken  geworden  sind, 
läßt  man  vorsichtig  vom  Rande  her  eventuell  mehrmals  absoluten 
Alkohol  und  Äther  zu  gleichen  Teilen  überfließen.  Dann  wartet  man 
ab,  bis  der  Alkohol-Äther  verdunstet  ist,  in  welchem  Falle  inan 
auf  dem  Glase  eine  gleichmäßig  dünne,  fest  anhaftende  Celloidin- 
membran  hat.  Dann  in  70-proz.  Alkohol,  Wasser,  Farbe  usw.  Ent- 
wässern in  95-proz.  Alkohol  unter  Zuhilfenahme  von  Fließpapier. 
Aufhellen  in  Karbolxjdol. 

Langhans  (Ott  und  Weiss,  Virchow’s  Arcli.  135  und  136) 
empfiehlt  bei  vorher  gefärbten  Celloidinblöcken  Schneiden  unter  ab- 
solutem Alkohol,  Übertragen  auf  Objektträger,  die  mit  einer  dünnen 
Schicht  gewöhnlichen  oder  eosinhaltigen  Origanumöls  bedeckt  sind. 
Man  kann  auch  auf  die  Messerklinge  selbst  statt  Alkohol  Origanumöl 
bringen. 

Tandler  empfiehlt,  die  Celloidinschnitte  vom  Messer  weg  in  Reihen 
auf  Objektträger  zu  bringen,  den  überschüssigen  Spiritus  mit  Fließ- 
papier zu  entfernen  und  die  mit  Schnitten  belegten  Objektträger  mit 
einem  befeuchteten  Papierstreifen  zu  bedecken,  der  doppelt  so  lang 
ist,  wie  der  Objektträger.  Das  freie  Ende  des  Streifens  wird  auf  die 
untere  Fläche  des  Objektträgers  umgeschlagen  und  ein  zweiter  Objekt- 
träger fest  dagegen  gepreßt.  Die  so  behandelten  Objektträger  werden 
in  einer  Wanne  mit  Wasser  resp.  Spiritus  übereinander  geschichtet. 
Die  Färbung  soll  nach  der  Empfehlung  des  Autors  so  vorgenommen 
werden,  daß  man  die  Papierstreifen  wechselt  und  gegen  solche  ver- 
tauscht, die  mit  der  verdünnten  Farblösung  durchtränkt  sind.  Dann 
wieder  gewöhnliche  Papierstreifen  und  Auswaschen  in  Wasser.  Man 
kann  aber  wohl  auch  den  Objektträger  mit  dem  bedeckenden  Fließ- 
papier in  verdünnte  Farblösung  bringen. 

Eine  verhältnismäßig  einfache  Methode  hat  Darkschewitsch  an- 
gegeben, um  Schnittserien  anzufertigen  und  in  ihrer  Reihenfolge  auf- 
zubewahren. 

Ein  Glaszylinder  oder  ein  Glasgefäß  von  dem  ungefähren  Um- 
fang der  zu  bearbeitenden  Schnitte  wird  mit  Spiritus  gefüllt.  Darauf 
schneidet  man  sich  aus  Löschpapier  Scheiben  von  solcher  Größe, 
daß  sie  gut  in  das  Glasgefäß  passen.  Diese  Scheiben  werden  mit 
einem  gewöhnlichen  Bleistift  numeriert,  der  Reihenfolge  nach  gelegt 
und  gut  mit  Spiritus  durchtränkt.  Jeder  Schnitt  wird  nun  in  der 
Weise  von  dem  Messer  des  Mikrotoms  entfernt,  daß  man  das  Lösch- 
papier sanft  aufdrückt  und  dann  abzieht.  Die  Papierscheibeu  werden 
dann,  die  Schnittseite  nach  oben,  in  dem  Glaszylinder  in  der  richtigen 
Reihenfolge  säulenförmig  übereinander  gelegt,  so  daß  jeder  Schnitt 
auf  dem  mit  der  entsprechenden  Nummer  versehenen  Papierstück  liegt. 

Es  können  die  Sclmitte  beliebig  lange  aufgehoben  werden.  Will 
man  färben,  so  entfernt  man  den  Spiritus,  spült  eventuell  noch  mit 
destilliertem  Wasser  nach  und  gießt  dann  die  Farbstoff lösung  auf. 
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Ebenso  verfährt  man  im  weiteren  Verlauf  mit  den  anderen  etwa  an- 
zuwendenden Eeagentien.  Die  letzteren  können  auch  auf  flachen 
Tellern  zur  Einwirkung  gebracht  werden.  Die  Schnitte  lösen  sich 
von  selbst  nicht  wieder  von  ihrer  Unterlage  ab. 

Auch  viereckige  Glaskasten,  die  in  eine  große  Anzahl  kleinerer 
Quadrate  abgeteilt  sind,  kommen  zur  Verwendung,  um  Serienschnitte 
anzufertigen. 

2)  Serienschnitte  von  Paraffinpräparaten  fertigt  man 
in  der  Weise  an,  daß  man  die  Schnitte  in  bestimmter  Reihenfolge  auf 
Objektträgern  aufklebt,  die  mit  einer  Mischung  von  Nelkenöl  und 
Kollodium  3 : 1 bestrichen  sind.  Das  weitere  Verfahren,  Entfernung 
des  Paraffins,  Färben  usw.  ist  dasselbe,  wie  p.  26  angegeben  wurde. 
Die  einzelnen  Objektträger  kann  man  numerieren.  Sind  die  Präparate 
nicht  vorgefärbt,  so  färbt  man  auf  dem  Objektträger.  Ein  dem 
WEiGERx’schen  nachgebildetes  Verfahren,  welches  sich  dann  empfiehlt, 
wenn  die  Schnitte  so  groß  sind,  daß  man  nicht  eine  ganze  Anzahl 
derselben  auf  einem  Objektträger  unterbringen  kann,  hat  Steasser 
angegeben. 

Man  stellt  sich  Papiergummikollodiumplatten  her,  welche  die 
Rolle  der  WEiGEET’schen  Kollodiumglasplatten  übernehmen,  indem 
man  gut  ausgespanntes  Schreibpapier  mit  einer  Mischung  von  4 Teilen 
des  offizinellen  Mucilag.  Gumm.  Arabic.  und  1 Teil  Glyzerin  be- 
streicht. In  neuerer  Zeit  empfiehlt  Strassee  als  Klebemittel : Gumm. 
Arabic.  80 — 100,  Wasser  100,  Gl^’^zerin  10,  mit  Zusatz  von  etwas 
Karbolsäure.  Ist  das  Papier  trocken  geworden,  so  streicht  man 
möglichst  schnell  Kollodium  darüber,  welches  bis  zur  Konsistenz 
des  gewöhnlichen  Glyzerins  durch  Äther  verdünnt  ist,  und  dem 
^/loo  Volumteil  Rizinusöl  zugesetzt  ist.  Dieser  Anstrich  wird  mehr- 
mals wiederholt.  Vor  dem  Schneiden  des  Paraffinstückes  wird  nun 
auf  die  so  beschaffene  Papiergummikollodiumplatte  eine  Klebemasse 
aufgetragen  von 

Kollodium  2 Volumteile 
Äther  2 „ 

Rizinusöl  3 „ 


Die  Schnitte  werden  möglichst  glatt  auf  diese  Klebemasse  aufgelegt 
und  dann  mit  ebenderselben  Klebemasse  bedeckt. 

Zur  Entfernung  des  Paraffins  werden  die  Platten  für  eine  halbe 
bis  mehrere  Stunden  in  Terpentinöl  gebracht  und  von  da  in  Chloro- 
form übertragen.  Aus  dem  Chloroform  kommen  die  Platten  noch 
15  Minuten  in  80 — 85-proz.  Alkohol.  Bringt  man  nun  die  Platten  vor 
der  Färbung  in  Wasser  oder  10-proz.  Spiritus,  so  löst  sich  der  Gummi 
und  mit  ihm  die  Papierplatte  ab  und  es  kann  dann  in  dei^elben 
Weise  verfahren  werden,  wie  bei  der  WEiGERi’schen  Methode.  Selbst- 
verständlich kann  die  Entfernung  des  Papiers  nur  in  wässeriger  h arb- 


stofflösung  vor  sich  gehen.  . , -r, 

Auch  mit  der  Methode  von  Bauer  (s.  p.  36)  lassen  sich  Paiafün- 
serien  herstellen.  Man  entfernt  dazu  vor  dem  Ubergießen  mit 
Celloidin,  das  Paraffin  in  Xylol  und  Alkohol  absolutiis. 


Die  plastische  Rekonstruktion 

ist  in  neuester  Zeit  in  der  pathologischen  Histologie  speziell  zum 
Studium  des  Geschwulstbaues  herangezogen  worden.  \ on  vei  - 
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scliieclenen  Yerfahreii  kommt  am  meisten  die  Plattenmodelliermetliode 
von  Born  in  Betraclit.  Ihr  Prinzip  ist,  von  einer  lückenlosen  Serie 
jeden  Schnitt  vergrößert  aiifzuzeichnen  und  auf  einer  Wachsplatte, 
deren  Dicke  das  Ebensovielfache  der  Schnittdicke  sein  muß  wie  die 
Flächenvergrößeruug  beträgt,  auszuschneiden.  Durch  genaues  Zu- 
sammenfügen  der  Wachsplatten  muß  ein  in  allen  Dimensionen  gleich- 
mäßig vergrößertes  Modell  entstehen.  Betreffs  der  speziellen  Technik 
sei  auf  Peteb’s  Artikel  „Plastische  Eekonstruktion“  in  der  Encyklo- 
pädie  der  mikroskopischen  Technik,  Berlin-Wien  1903  verwiesen. 


Achtes  Kapitel. 

Behandlung  und  Aufbewahrung  von  mikroskopischen 

Schnitten.  Färbung. 

Wenn  man  Schnitte  von  gehärteten  Präparaten  im  ungefärbten 
Zustande  untersucht,  so  können  zur  Erleichterung  der  Untersuchung 
alle  bei  der  Untersuchung  frischer  Präparate  in  Kap.  II  angeführten 
Eeagentien  zur  Anwendung  kommen.  Die  Untersuchung  wird  in 
reinem  Glyzerin  oder  in  mit  der  Hälfte  Wasser  verdünntem  Glyzerin 
vorgenommen. 

Als  Isolationsmethoden  für  Schnitte  sind  noch  das  Auspinseln  oder 
Ausschütteln  und  die  künstliche  Verdauung  zu  erwähnen. 

Die  Methode  des  Auspinselns  oder  Ausschüttelns  kommt  nament- 
lich in  Betracht,  wenn  man  den  bindegewebigen  Stützapparat  von 
drüsigen  Organen,  oder  wenn  man  das  Stroma  von  Geschwülsten,  be- 
sonders von  Karzinomen,  isoliert,  nach  Entfernung  der  Zellen,  unter- 
suchen will. 

Beim  Auspinseln  verfährt  man  so,  daß  man  den  auf  dem 
Objektträger  ausgebreiteten  Schnitt  an  einer  Seite  mit  der  Präparier- 
nadel festhält  und  nun  mit  einem  feinen  Pinsel  vorsichtig  und  wieder- 
holt von  der  Nadel  an  nach  der  entgegengesetzten  Seite  hinfährt  und 
so  nach  und  nach  alle  Zellen  entfernt.  Man  kann  auch,  genau  in 
derselben  Weise,  das  Auspinsein  in  einem  Schälchen  mit  Wasser  vor- 
nehmen. 

Zum  Ausschütteln  bringt  man  den  Schnitt  in  ein  Eeagenz- 
glas,  welches  zum  Teil  mit  Wasser  gefüllt  ist,  und  schüttelt  so  lange, 
bis  die  Zellen  ausgefallen  sind. 

Bei  der  Methode  der  künstlichen  Verdauung,  die  übrigens 
eine  ausgedehntere  Verwendung  in  der  pathologisch-histologischen 
Technik  nicht  gefunden  hat,  setzt  man  die  Schnitte  oder  Stückchen 
mehrere  Tage  lang  bei  Brütofentemperatur  der  Einwirkung  einer 
Trypsinlösung  aus.  Dann  werden  die  Objekte  in  einem  Eeagenzo-las 
mit  Wasser  ordentlich  geschüttelt  und  schließlich  in  Kochsalzlösung 
untersucht. 

Die  Trypsinlösung  stellt  man  sich  in  der  Weise  her,  daß  man 
ein  Jnsches  ..Einderpankreas  im  Extraktionsapparat  so  lange  mit 
Alkohol  und  Äther  behandelt,  bis  eine  weiße,  leicht  zerreibliche  Masse 
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znrückbleibt.  Von  dieser  Masse  wird  ein  Teil  in  5—10  '^l’'eile  0 5- 
proz.  Salicjdsäiirelüsnng  3—4  Stunden  lang  bei  40"  C gebracht  und 
dann  filtriert. 

Durch  das  Trypsin  werden  die  Zellen  und  die  Kittsubstanz  in 
den  Geweben  zerstört,  Wcährend  die  fibrillären  Bestandteile  erhalten 
bleiben. 


Allgemeines  über  die  Färbetechnik.  Weiterbehandlung 
und  Konservierung  der  Schnitte  nach  der  Färbung^). 

Die  moderne  Färbetechnik  beruht  auf  der  Tatsache,  daß  die  ein- 
zelnen Gewebe  verschiedenen  Farbstoffen  gegenüber  eine  verschiedene 
Affinität  zeigen,  so  daß  durch  Anwendung  bestimmter  Farbstoffe  eine 
Gewebsart  gegenüber  ihrer  Umgebung  besonders  hervorgehoben  und 
deutlich  gemacht  werden  kann. 

Diese  Affinität  der  einzelnen  Gewebe  zu  bestimmten  Farbstoffen 
tritt  manchmal  schon  bei  der  einfachen  Färbung  hervor,  indem  nur 
eine  bestimmte  Gewebsart  durch  den  Farbstoff"  überhaupt  oder  doch 
ganz  vorzugsweise  gefärbt  wird.  In  anderen  Fällen  nehmen  bei  der 
Färbung  zunächst  alle  Gewebe  eines  Schnittes  gleichmäßig  die  Farbe 
an;  es  behält  sie  aber  bei  Anwendung  bestimmter  Entfärbungsmittel 
nur  ein  Gewebe,  während  die  anderen,  die  vorher  ebenfalls  die  Farbe 
angenommen  hatten,  diese  wieder  abgeben. 

Von  ganz  besonderer  Wichtigkeit  ist  die  Tatsache,  daß  sich  auch 
die  Bestandteile  der  einzelnen  Zelle,  Protoplasma  und  Kern,  Farb- 
stoffen gegenüber  verschieden  verhalten,  und  es  spielen  diejenigen 
Farbstoffe,  die  entweder  ausschließlich  oder  ganz  vorzugsweise  den 
Kern  färben,  während  das  Protoplasma  ungefärbt  bleibt  oder  nur  einen 
ganz  schwachen  Farbenton  annimmt,  die  sog.  Kern  färbungsmittel, 
in  der  histologischen  Technik  eine  hervorragende  Eolle.  Man  kann  die 
durch  Färbungen  erzielbare  Differenzierung  der  Gewebe  noch  ver- 
mehren, wenn  man  Doppelfärbungen  anwendet,  d.  h.  nacheinander  oder 
auch  gleichzeitig  in  ein  und  derselben  Lösung  zwei  verschiedene 
Farben  einwirken  läßt,  die  entweder  verschiedene  Gewebe  färben, 
oder  die,  wenn  es  sich  hauptsächlich  um  Zellen  handelt,  Protoplasma 
und  Kern  mit  verschiedenen  Farben  hervortreten  lassen. 

Chemische  Schlüsse  lassen  sich  aus  Färbungen  nur  mit  großer 
Vorsicht  ziehen.  In  der  Theorie  der  Färbung  stehen  sich  noch  2 An- 
sichten gegenüber,  deren  eine  das  Hauptgewicht  auf  chemische  Vor- 
gänge legt,  während  die  andere  das  Wesentliche  in  physikalischen 
Prozessen  sieht.  Neben  Farbenreaktionen,  deren  chemische  Gleichung 
wir  genau  kennen,  z.  B.  der  Berlinerblaureaktion  verwenden  wir 
z.  B.  die  Sudanfärbung,  deren  Wirkung  nur_  auf  den  physikalischen 
Löslichkeitsverhältnissen  beruht.  In  den  meisten  Fällen  können  wir 
jedoch  den  Vorgang  nicht  genau  analysieren  und  müssen  uns  darauf 
beschränken,  durch  Färben  und  Entfärben  morphologische  Strukturen 
zur  Darstellung  zu  bringen. 

Für  die  Anwendung  der  Färbemittel  lassen  sich  folgende  all- 
gemeine Grundsätze  aufstellen: 


h Bezugsquellen  für  Farben,  sowie  für  die  übrigen  bei  in^roskopischen  Unter, 
snchungen  gebräuchlichen  Reagentien  sind  außer  vielen  anderen:  Dr.  Urubler,  Leipzig- 
Bayer.sche  Straße;  G.  König’,  Berlin,  Dorotheenstraße  35.  . *«i  n« 

Hämatoxylin  und  Karmin  kann  man  auch  aus  den  Apotheken  beziehen. 
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1)  Alle  Farbfliissigkeiten  müssen  vor  dem  jedesmaligen  Gebrauch 
filtriert  werden.  Es  ist  deshalb  praktisch,  jede  Flasche  für  sich  mit 
einem  kleinen  Glastrich-ter,  in  dem  ein  Filter  steckt,  zu  verschließen. 
Dieses  Filter  kann  dann  für  die  betreifende  Farblösung  meist  4 — 6 
IN'ochen  lang  gebraucht  werden. 

2)  In  der  Farbflüssigkeit  müssen  die  Schnitte  möglichst  aus- 
gebreitet liegen,  und  es  dürfen  nicht  mehrere  Schnitte  fest  überein- 
ander liegen,  weil  sonst  oft  einzelne  Stellen  noch  nicht  hinreichend 
gefärbt  sind,  während  andere  Stellen,  die  ausgiebiger  mit  der  Farb- 
lösung in  Berührung  gekommen  sind,  schon  genügend  oder  sogar 
übertärbt  sind.  Es  empfiehlt  sich  daher  auch,  die  Schnitte  in  der 
Farblösung  mit  der  Nadel  oder  durch  Anblasen  der  Flüssigkeit  vor- 
sichtig hin  _ und  her  zu  bewegen.  Sehr  gut  breiten  sich  die  Schnitte 
aus  beim  Übertragen  aus  alkoholischen  in  wässerige  Lösungen.  Vor 
allem  ist  es  aber  wichtig,  daß  man  hinreichend  große  Schalen  und 
reichliche  Menge  von  Färbeflüssigkeit  anwendet,  die  meist  nach  dem 
jedesmaligen  Gebrauch  zurückgegossen  und  auf  bewahrt  werden  kann. 

3)  Die  zur  Erzielung  einer  guten  Färbung  notwendige  Zeit  ist 
keine  ganz  unveränderliche;  sie  schwankt  vielmehr  immer  innerhalb 
gewisser,  wenn  auch  meist  enger  Grenzen.  Es  ist  dabei  nicht  nur  das 
Alter  der  Färbeflüssigkeit  von  Einfluß,  indem  ältere  Färbeflüssigkeiten 
oft  schneller  und  intensiver  färben  als  frisch  bereitete,  sondern  es 
spielt  auch  die  Art  der  Härtung  und  Konservierung,  sowie  namentlich 
das  Alter  des  Präparats  eine  Eolle.  Ältere  Präparate  färben  sich 
oft  langsamer  und  weniger  intensiv  als  frischere.  Schließlich  zeigen 
auch  die  Zellen  der  einzelnen  Organe  ein  etwas  verschiedenes  Ver- 
halten Farbstoffen  gegenüber. 

Man  kann  aber  oft  auch  bei  schwieriger  zu  färbenden  Objekten 
die  Färbung  erreichen: 

a)  durch  längere  Einwirkung  der  Farblösung  bis  zu  24  Stunden ; 

b)  durch  stärkere  Konzentration  der  Farblösung; 

c)  durch  Erwärmen  der  Farblösung,  namentlich  durch  längeres 
Färben  bei  Brütofentemperatur. 

4)  In  manchen  Fällen  wird  die  Färbung  mit  einem  bestimmten 
Farbstoff  nur  dadurch  möglich,  daß  man  ihr  eine  „Beizung“  voraus- 
gehen läßt.  Solche  Beizmittel  sind  neben  manchen  anderen  z.  B. 
Alaun,  Chrom,  Kupfer,  Eisen,  Phosphormolybdänsäure.  Eine  indirekte 
Beizung  wird  manchmal  schon  durch  die  Art  der  Fixierung  bewirkt. 

5)  Das  Auswaschen  der  Schnitte,  meist  in  destilliertem  Wasser, 
muß  auf  das  sorgfältigte  und  so  lange  vorgenommen  werden,  bis  das 

asser  keinen  Farbstoff  mehr  annimmt.  Auch  nach  dem  Auswaschen 
ist  es  oft  nützlich,  die  Schnitte  noch  mehrere  Stunden  lang  in  reich- 
lichem destilliertem  Wasser  zu  belassen. 

Die  Schnitte  werden  dann,  abgesehen  von  einzelnen  Ausnahmen, 
entweder  in  Glyzerin  oder  in  Kanadabalsain  untersucht  und  konserviert. 
Damarharz  ist  als  Einschluß  nicht  zu  empfehlen,  namentlich  nicht  für 
Hämatoxyliupräparate.  In  Glycerin  kann  der  Schnitt  sofort  aus  dem 
destillierten  W asser  übertragen  werden.  Hämatoxyliu])räparate  müssen 
aber  erst  längere  Zeit  ausgewaschen  sein,  ehe  „man  sie  in  Glycerin 
einlegen  kann.  Man  bedient  sich  auch  hier  zur  Überti’agung  passend 
des  Spatels.  Das  überflüssige  Wasser  wird  mit  Fließpapier  abgesaugt. 
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Oft  ist  es  bequem,  zunächst  den  Schnitt  in  ^^"asser  auf  den  Obiekt- 
tiägei  zu  bl  ingen,  dieses  mit  hließpapier  zu  entfei’iien  und  dann  erst 
Grljceiin  zuzugeben.  Man  kann  so  die  nötige  Menge  des  Glycerins 
besser  bemessen. 

A\  ill  man  den  in  Glycerin  eingelegten  Schnitt  aiifbeAvahren,  so 
muß  man  ihn  von  der  Luft  abschließen.  Zu  dem  Zwecke  umzieht 
man  den  Eand  des  Deckglases  zunächst  mit  Wachs,  indem  man  mit 
dem  Docht  eines  eben  ausgelöschten  M'achslichtes  über  die  Ränder 
fährt.  Es  hinterläßt  dann  der  noch  warme  Docht,  in  dem  sich  ilüssiges 
M'achs  befindet,  einen  ganz  schmalen  Streifen  von  sofort  erstarren- 
dem achs.  AVenn  das  Deckglas  Neigung  hat,  sich  bei  dieser  Prozedur 
zu  verschieben,  so  kann  man  zunächst  die  vier  Ecken  durch  Auftropfen 
mit  dem  Docht  fixieren. 

Bedingung  für  das  Gelingen  der  AVachsumrandung  ist,  daß  an 
den  Rändern  des  Deckglases  kein  überschüssiges  Glyzerin  hervor- 
quillt; wenn  dies  der  Fall  ist,  so  muß  dasselbe  vorher  mit  einem  in 
absoluten  Alkohol  eingetauchten  Leinwandläppchen  weggewischt 
werden.  Auch  wenn  während  des  Umziehens  mit  AVachs  noch 
Glyzerin  an  irgend  einer  Stelle  hervorquiUt,  muß  dasselbe  entfernt 
werden. 

AA^ill  man  die  Präparate  längere  Zeit  auflieben,  so  überzieht  man 
den  Wachsrand  noch  mit  dem  käuflichen  Asphalt-  oder  mit  Masken- 
lack. Es  muß  dieser  den  AA^achsrand  nach  beiden  Seiten  überragen, 
derart,  daß  er  sowohl  den  Objektträger  wie  dem  Deckglas  direkt  auf- 
liegt. Der  AA^achsrand  darf  daher  nur  ganz  schmal  sein.  Dagegen  ist 
es  nicht  ratsam,  das  Deckglas  direkt,  ohne  vorherige  AVachsumran- 
dung, mit  Lack  zu  umziehen,  weil  derselbe  eine  Zeitlang  flüssig  bleibt 
und  vermöge  der  Kapillarität  unter  das  Deckglas  Vordringen  kann. 

Es  gibt  noch  eine  große  Menge  von  Rezepten  zu  besonderen 
Lackeinschlüssen ; man  reicht  mit  Asphalt-  oder  Maskenlack  meist  aus, 
weil  der  Einschluß  von  Präparaten  in  Gl^’^zerin  in  der  pathologischen 
Histologie  überhaupt  selten  angewandt  wird.  Sehr  bequem  ist  der 
Deckglaskitt  nach  Dr.  Kköniu  (J.  Klönne  & MüLLER-Berlin).  Der 
Kitt  macht  die  vorherige  AA^achsumrandung  überflüssig;  er  wird  mit 
einem  erhitzten  Metallplättchen  aufgetragen. 

Durch  Leim-  oder  Gelatinezusatz  kann  man  dem  Glyzerin  eine 
bei  gewöhnlicher  Temperatur  feste  Konsistenz  geben.  Nach  Kaiser 
■weicht  man  7 g Gelatine  2 Stunden  lang  in  42  g destilliertem  AVasser 
ein,  setzt  50  g Glycerin  und  1 g Karbolsäure  zu,  erwärmt  unter  Um- 
rühren 10 — 15  Minuten  und  filtriert  heiß  durch  angefeuchtete  Glas- 
wolle. Fischler  empfiehlt  gewöhnliche  Nährgelatine,  der  bei  30 — 35  ® 
Volumen  der  alten  FARRANi’schen  Einschlußflüssigkeit  (Mucilago 
gummi  arab.,  Glyzerin,  Solutio  acidi  arsenicosi  conc.  aa  30,0)  zugesetzt 
sind  zum  Einschluß  von  Sudanpräparaten.  Zum  Gebrauch  hält  man 
die  Mischung  auf  einem  AVasserbad  flüssig  und  bringt  auf  das  ab- 
getrocknete Präparat  einen  Tropfen.  . 

Schnitte,  die  in  Anilinfarben  gefärbt  sind,  sollen  nicht  in  Glyzerin 
konserviert  werden,  weil  dasselbe  die  Anilinfarben  nach  und  nach 
auszieht.  Eine  Ausnahme  machen  nur  die  mit  Bismarckbraun  oder 
mit  spezifischen  (Anilin-)Amyloidreaktionen  gefärbten  Schnitte. 

Bei  dem  Einschluß  in  Kali  aceticuin  (gesättigte  Lösung)  ist  das 
A'erfahren  dasselbe.  Kali  aceticum  empfiehlt  sich  namentlich  für 
Präparate,  die  mit  Anilinfarben  gefärbt  sind,  wenn  der  sonst  immer 
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vorzuzieliende  Kanadabalsam  nicht  zur  Amvendimg  kommen  kann. 
Audi  Osmiumpräparate,  durch  welche  Gl.yzerin  gebräunt  wird  (cf. 
p.  14),  werden  in  Kali  aoeticnm  eingelegt.  In  speziellen  Fällen  wendet 
man  auch  Lävulose  an. 

Der  Einschluß  in  Kanadabalsam,  der  in  Xjdol  gelöst  ist,  ist 
der  in  der  pathologischen  Histologie  am  meisten  angewendete.  Dazu 
ist  es  aber  notwendig,  daß  die  Schnitte  erst  vollkommen  ent- 
wässert sind,  Aveil  sie  sich  sonst  in  dem  Kanadabalsam  trüben. 

Die  EntAvässerung  geschieht  so,  daß  man  den  Schnitt  aus  dem 
AVasser  zuerst  für  3—5  Minuten  in  den  käuflichen  96-proz.  Spiritus 
und  dann  ebenso  lange  in  absoluten  Alkohol  bringt,  dessen  Menge 
sich  natürlich  nach  der  Zahl  der  zu  entwässernden  Schnitte  richtet. 
Da  die  Schnitte,  die  aus  dem  AA^asser  kommen,  die  Neigung  haben, 
sich  in  starkem  Spiritus  zu  kräuseln,  so  muß  man  sie  in  dem 
destillierten  AA^asser  auf  ein  untergeschobenes  Stückchen  Fließpapier 
aufziehen  und  mit  diesem  in  Spiritus  übertragen,  oder  man  kann  — 
was  bequemer  und  weniger  zeitraubend  ist  — die  Übertragung  auf 
dem  Spatel  bewerkstelligen,  indem  man  den  Spatel  im  Alkohol  unter 
dem  Schnitt  erst  Avegzieht,  wenn  derselbe  etwas  starr  geAVorden  ist. 
Etwas  Avird  übrigens  das  Aufkräuseln  des  Schnittes  auch  schon  da- 
durch verhindert,  daß  man  denselben  zunächst  in  96-proz.  und  dann 
erst  in  absoluten  Alkohol  bringt  und  ihn  hier  sofort  mit  der  Nadel 
ordentlich  ansbreitet.  Es  ist  diese  Vorschrift  entschieden  mehr  zu 
empfehlen,  als  direkt  absoluten  Alkohol  anzuwenden  und  diesen  noch 
einmal  zu  wechseln. 

Bei  manchen  Färbungen  muß  absoluter  Alkohol  vermieden  werden. 
In  diesem  Falle  entAvässert  man  die  Schnitte  so,  daß  man  aus  dem 
96-proz.  Spiritus  mehrmals  sorgfältig  mit  Fließpapier  abtupft. 

Da  der  absolute  Alkohol  sich  nicht  gut  direkt  mit  dem  Xylol- 
kanadabalsam verbindet,  so  wird  der  Schnitt  aus  dem  Alkohol  zu- 
nächst noch  für  1 — 3 Minuten  in  ein  Eeagens  gebracht,  welches 
einerseits  sich  mit  dem  Alkohol,  anderseits  aber  auch  gut  mit  dem 
Kanadabalsam  verbindet,  und  Avelches  weiterhin  die  zweite  sehr  wich- 
tige Fähigkeit  besitzt,  die  Präparate  aufzuhellen  und  durchsichtiger 
zu  machen. 

Solche  Aufhellmigsmittel  sind  eine  Reihe  von  ätherischen  Ölen. 

Terpentinöl  Avird  jetzt  nur  noch  selten  angewandt.  Es  gibt  Prä- 
parate, die  mit  Berlinerblau  injiziert  sind,  einen  schönen  Farbenton. 

Nelkenöl  ist  vielfach  im  Gebrauch.  Es  hat  den  Vorteil,  daß  es 
nicht  so  empfindlich  gegen  geringste  AVasserreste  ist,  die  sich  noch  im 
Schnitt  befinden.  Anderseits  ist  es  bei  Celloidinpräparaten  nicht  an- 
wendbar, weil  es  das  Celloidin  sofort  löst.  Außerdem  hat  es  den 
Nachteil,  daß  es  Anilinfarben  oft  auszieht  oder  ihnen  einen  schmutzigen, 
matten  Farbenton  verleiht. 

Am  meisten  im  Gebrauch  ist  Hopfeuöl  (Ol.  Origaui  cretic.),  weil 
es  Celloidin  nicht  auflöst.  Auch  Bergamottöl  hellt  gut  auf  und  ist 
auch  für  Celloidinpräparate  zu  gebrauchen;  ebenso  Zedernholzöl  und 
Lavendelöl. 

_ Für  Präparate,  deren  Kontakt  mit  absolutem  Alkohol  ganz  ver- 
mieden  oder  auf  ein  Minimum  reduziert  werden  soll,  wie  sehr  lockere 
Celloidinschnitte,  ferner  für  Anilinfarben  und  Bakterienschnitte,  ist 
das  Karbolxylol  (s.  p.  36)  sehr  zu  empfehlen.  Man  kann  die 
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Schnitte  ans  dem  90-proz.  Alkohol  in  das  Karholxylol  und  nach 
einiger  Zeit  in  reines  Xylol  übertragen. 

Anilinölxylol  (s.  Eegister)  hat  ebenfalls  auf  hellende  Eigenschaften 
und  kommt  namentlich  bei  Präparaten  zur  Anwendung,  die  nicht  in 
absoluten  Alkohol  übertragen  werden  sollen,  so  bei  der  WiiiGERT’schen 
Fibrin-,  Bakterien-  und  Gliafärbung. 

Gewöhnlich  genügt  es,  die  Schnitte  für  2—3  Minuten  in  dem 
Aufhellungsmittel  zu  belassen.  Durch  längeres  Verweilen,  eine  halbe 
bis  mehrere  Stunden  lang,  kann  man  aber  auch  dickere  Schnitte  noch 
so  durchsichtig  machen,  daß  sie  ganz  gut  mit  starker  Vergrößerung 
untersucht  werden  können. 

Man  kann  den  Schnitt  in  einem  Tropfen  Öl,  welchen  man  auf 
den  Spatel  gebracht  hat,  auf  dem  Objektträger  ausbreiten.  Hat  man 
aber  viele  Schnitte  einzulegen,  so  ist  es  bequemer,  wenn  man  die 
Präparate  aus  dem  Alkohol  in  eine  Schale  mit  dem  betreffenden  wl 
bringt  und  sie  aus  diesem  daun  mit  dem  Spatel  auf  den  Objektträger 
überträgt.  Dann  wird  das  überschüssige  Öl  durch  Fließpapier  vor- 
sichtig entfernt,  und  schließlich  der  Schnitt  mit  einem  Tropfen  Kanada- 
balsam bedeckt  und  ein  Deckglas  aufgelegt.  'Wenn  der  Kanadabalsam 
dickflüssig  ist,  so  beschleunigt  man  seine  gleichmäßige  Verteilung 
dadurch,  daß  man  den  Objektträger  ganz  leicht  über  der  Spiritus- 
flamme erwärmt.  Ist  der  Kanadabalsam  dünnflüssig,  so  läßt  man  die 
Präparate  einige  Tage  frei  an  der  Luft,  aber  vor  Staub  geschützt, 
liegen,  damit  der  Balsam  eintrocknet. 

Die  verschiedenen  Manipulationen,  die  ein  zu  färbender  und  in 
Kanadabalsam  einzulegender  Schnitt  durchzumachen  hat,  sind  also 
folgende : 

1)  Färben. 

2)  Auswaschen,  gewöhnlich  in  destilliertem  Wasser. 

3)  Übertragung  auf  den  Spatel  in  96-proz.  Spiritus,  3—5  Minuten. 

4)  Übertragung  auf  den  Spatel  in  absoluten  Alkohol,  2 — 5 Minuten. 

5)  Übertragung  in  ätherisches  Öl  oder  Karbolxylol. 

6)  Ausbreiten  auf  dem  Objektträger. 

7)  Absaugen  des  überschüssigen  Öls  mit  Fließpapier. 

8)  Kanadabalsam;  Bedecken  mit  Deckglas. 

9)  Eventuell  leichtes  Erwärmen  des  Objektträgers. 


I)ie  Kerufärbiiiigeu. 

A.  Hämatoxy linfärbungen. 

1)  Häinatoxyliiialaim : 

Bereitung:  Die  käuflichen  Hämatoxylinkristalle  werden  in 

einer  geringen  Menge  absoluten  Alkohols  gelöst.  Am  besten  igt  es, 
wenn  die  Lösung  ganz  konzentriert  ist  und  noch  Kristalle  im  Lber- 
schuß  enthält.  Von  dieser  Lösung  setzt  man  zu  einer  i-proz.  wpserigen 
Alaunlösung  so  viel  zu,  bis  dieselbe  ein  hellblaues  bis  hellviolettes 
Aussehen  hat.  Darauf  setzt  man  die  Lösung  offen  dem  Licht  aiis, 
wo  sie  unter  der  Einwirkung  des  Sauerstoffs  in  einigen  lagen  eine 
gesättigte  blaue  Farbe  annimmt.  Dann  ist  sie  zur  Färbung  gemgnet. 
Als  Maßstab  für  die  Quantität  der  zuzufügenden  alkoholischen  Hama- 
toxylinlösung  kann  dienen,  daß  eine  gut  färbende  Hämatop’linalaun- 
lösung  etwa  "/o  i’eines  Hämatoxylin  enthalten  muß.  Da  die 
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Lösimo-  um  so  intensiver  färbt,  je  älter  sie  wird,  so  ist  es  einpfelilens- 
wert,  "sie  nach  einigen  ^^'ocllen  noch  durch  Zusatz  von  Alannwasser 
weiter  zu  verdünnen.  'Hansen  em])iiehlt  zur  Oxydation  und  zum  so- 
fortigen Eintritt  der  Färbekraft  auf  je  200  ccm  Hämatoxylinalaun- 
lösnng  2 ccm  einer  bei  15"  C konzentrierten  wässerigen  Lösung  von 
Kalinm  permang.  unter  Erwärmung  bis  zum  Sieden  zuzusetzen.  Auch 
Häm at ein  kann  zur  Herstellung  von  sofort  farbkräftigen  Lösungen 
benutzt  werden. 

A n AV  e n d u n g. 

1)  Färben  1—2—3  Minuten  lang  in  gut  filtrierter  Lösung. 

2)  Auswaschen  in  reichlichem  destilliertem  Wasser. 

3)  In  destilliertem  M'asser  12—24  Stunden  lang  stehen  lassen. 

4)  Alkohol — Öl— Kanadabalsam. 

Das  Hämatoxylin  ist  eines  der  sichersten  und  besten  Kern- 
färbungsmittel, und  seine  Anwendung  paßt  für  die  meisten  Gewebe. 
Die  Färbung  der  Schnitte  erhält  sich  viele  Jahre  lang  ganz  unver- 
ändert. Die  Kerne  zeigen  eine  intensiv  blaue  oder  mehr  violette 
Färbung,  das  Protoplasma  dagegen  nur  einen  ganz  blaßbläulichen 
Farbenton. 

Wenn  die  Hämatoxylinlösung  noch  frisch  ist,  so  färben  sich  die 
Schnitte  langsam;  sie  dunkeln  aber,  worauf  immer  Eücksicht  zu 
nehmen  ist,  in  Wasser  stark  nach.  Wenn  die  Lösung  älter  ist,  so 
färbt  sie  meist  schon  in  1,  oft  sogar  schon  in  Minute,  und  es  em- 

pfiehlt sich  deshalb,  den  Effekt  der  Färbung  dadurch  zu  kontrollieren, 
daß  man  in  kurzen  Zwischenräumen  einen  Schnitt  in  destilliertes 
M'asser  bringt,  um  zu  sehen,  wie  stark  die  Färbung  geworden  ist. 
Zur  vorläufigen  Orientierung  kann  man  einen  Schnitt  sofort  nach 
dem  Auswaschen  in  Glyzerin  oder  nach  vorheriger  EntAvässerung  in 
einen  Tropfen  Nelkenöl  bringen  und  untersuchen.  Wenn  es  aber  die 
Zeit  irgendwie  erlaubt,  so  muß  man  die  Schnitte,  nachdem  sie  sorg- 
fältig ausgewaschen  sind,  noch  wenigstens  12  Stunden  im  Wasser 
lassen.  Durch  das  Auswässern  wird  die  Farbe  fixiert,  während  sonst 
die  Schnitte  oft  noch,  wenn  sie  schon  in  Kanadabalsam  eingebettet 
sind,  nachdunkeln. 

Sind  die  Schnitte  in  der  Farblösung  zu  dunkel  geAVorden,  was 
namentlich  bei  älteren  Lösungen  Vorkommen  kann,  so  läßt  sich  ein 
Teil  der  Farbe  dadurch  Avieder  entfefnen,  daß  man  sie  für  eine  bis 
mehrere  Stunden  in  1-proz.  wässerige  Alaunlösung  zurückbringt.  Da- 
nach ist  es  aber  unbedingt  notAvendig,  die  Schnitte  Avenigstens  12 
Stunden  in  destilliertem  Wasser  zu  belassen. 

Eine  andere  Methode  der  Differenzierung  geschieht  mit 
70-proz.  Alkohol,  dem  1-proz.  Salzsäure  zugesetzt  ist ; bei  Sudan-  oder 
Scharlachpräparaten  nimmt  man  sicherer  nur  50-proz.  Allvoliol.  Man 
kann  die  Schnitte  direkt  aus  der  Hämatoxylinlösung  in  den  salzsauren 
Alkohol  bringen ; die  Schnitte  geben  reichlich  Farbstoff  ab  und  AA'erden 
ganz  hellrötlich;  die  Zeit  bemißt  sich  nach  der  Stärke  der  Färbung. 
Mit  Vorteil  kann  man  denselben  Salzsäure- Alkohol,  der  schließlich 
eine  rotbraune  Farbe  erhält,  häufig  benutzen.  Sodann  muß  die  Säure 
gründlich  entfernt  Averden,  wozu  längerer  Aufenthalt  in  Leitungs- 
wasser, das  an  und  für  sich  schon  alkalisch  ist,  genügt.  Beschleunigen 
kann  man  letztere  Prozedur  durch  geringen  Zusatz  von  Ammoniak; 
die  Präparate  bekommen  eine  sehr  schön  blaue  Farbe  und  zeigen 
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eine  distinkte  Kernfärbung.  Nacli  einigem  Verweilen  in  Wasser  kann 
sofort  Eosinfärbung  angesclilossen  werden. 

Zu  Doppelfärbungen  eignet  sich  vor  allem  Eosin  (s.  p.  52),  dann 
auch  Pikrinsäure  (s.  p.  53),  durch  welche  man  außerdem  leicht  eine 
Entfärbung  zu  stark  gefärbter  Präparate  bewirken  kann.  Da  die 
Pikrinsäure  sehr  stark  und  sehr  rasch  enträrbt,  so  müssen  Präparate, 
die  mit  ihr  grundiert  werden  sollen,  immer  stark  in  Hämatoxylin  vor- 
gefärbt werden. 

Das  Zurückbleiben  von  Säure  muß  bei  Hämatoxylinpräparaten 
sorgfältig  vermieden  werden. 

Die  Hämatoxylinalaunlösung  hat  eine  verschieden  lange  Haltbar- 
keit, bis  zu  7-2  Jahr.  Wenn  ihr  Farbenton  ins  Eötliche  übergeht,  ist 
sie  nicht  mehr  brauchbar  und  muß  dann  frisch  bereitet  werden. 

2)  Hämalaiin  iiacli  P.  MAYER. 

1 g Hämatein  (aus  Hämatoxylin  durch  Oxydation  gewonnen) 
oder  Hämatein ammoniak  wird  durch  Erwärmen  in  50  ccm  Alkohol 
von  90  “/o  gelöst  und  zu  einer  Lösung  von  50  g Alaun  in  1000  ccm 
destillierten  Wassers  gegossen.  Nach  dem  Erkalten  wird  eventuell 
filtriert.  Man  kann  auch  noch  2 Eisessig  hinzusetzen.  Die  Lösung 
ist  sofort  gebrauchsfertig,  aber  auch  nicht  unbegrenzt  haltbar.  Nach 
der  Färbung  gründliches  Wässern  in  Leitungswasser. 


3)  Ehrlich’s  saures  Hämatoxylin. 
Bereitung:  Hämatoxylin  2,0 

Alkohol  absolut.  60,0 

Der  Lösung  hinzuzufügen: 
Glyzerin  60,0  \ 

destilliertes  Wasser  60,0  / 

Eisessig  3,0 


mit  Alaun  gesättigt. 


Anwendung: 

1)  Färben  4 — 5 Minuten  lang. 

2)  Auswaschen,  in  Wasser. 

3)  Alkohol  — Öl  — Kanadabalsam. 

Die  EHELiCH’sche  Hämatoxylinlösung  wird  ebenfalls  zunächst 
2—3  Wochen  dem  Lichte  ausgesetzt  und  dann  filtriert.  Sie  überfärbt 
nicht  leicht  und  ist  sehr  haltbar.  Sonstige  Vorteile  besitzt  sie  aber 
vor  der  einfacher  zu  bereitenden  Hämatoxylinalaunlösung  nicht.  Bei 
der  letzteren  erscheinen  die  Umrisse  der  Kerne  entschieden  schärfer. 


4)  R.  HEIDENHAIN’S  Hämatoxyliufärbung. 

1)  Färben  24—28  Stunden  lang  in  einer  einfach  wässerigen, 
in  der  Wärme  hergestellten  0,5-proz.  Hämatoxylinlösung. 

2)  Direkte  Übertragung  in  eine  Vs-proz.  wässerige  Lösung 
von  einfach  chromsaurem  Kali  24 — 28  Stunden  lang. 
Diese  Lösung  muß  mehrmals  gewechselt  werden,  bis  keine 
Farbstolfwolken  mehr  abgehen. 

3)  Sehr  sorgfältiges  Auswaschen  in  Wasser. 

Die  Methode  gibt  sehr  scharfe  Bilder  und  eignet  sich  namentlich 
auch  zum  Durchfärben  ganzer  Stücke,  die  dann  nach  dem  Auswaschen 
in  Wasser  in  Alkohol  von  steigender  Konzentration  gehartet  und 
schließlich  eingebettet  werden.  Die  Präparate  erscheinen  dunkel- 
schwarz, die  Schnitte  dürfen  daher  nicht  zu  dick  sein. 


B.  Kanniul'ilrbungeu. 
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Apatuy  hat  eine  Modifikation  der  PlninENHAiN’schen  Methode 
angegeben,  welche  den  langen  Kontakt  des  Objekts  mit  wässeriger 
Lösung  vermeiden  soll.  -Er  wendet  0,5-proz.  alkoholische  Lösung  von 
Hämatoxylin  an  und  ebenso  eine  alkoholische  Lösung  von  doppelt 
chromsaurem  Kali,  die  dadurch  bereitet  wird,  daß  man  zu  einer 
ö-l)roz.  wässerigen  Lösung  von  dopi)eltchromsaurem  Kali  das  doppelte 
Volum  von  absolutem  Alkohol  hinzufügt. 

Sonst  ist  das  Verfahren  dasselbe  wie  bei  der  I-lEinENHAiN’schen 
j\[ethode. 

Andere,  nur  zu  bestimmten  Zwecken  geeignete  Hämatoxylin- 
lösungen  sind  in  dem  Kapitel  über  Darstellung  der  Kernteilungsfiguren 
und  in  dem  über  Färbung  des  Zentralnervensystems  angegeben. 

B.  Karminfärbnngen. 

1)  Alaiinkarmin. 

Bereitung:  2—5  g Karmin  werden  mit  100  g 5-proz.  Alaim- 
lösung  V2— 1 Stunde  lang  gekocht.  Nach  dem  Erkalten  wird  filtriert. 

Anwendung: 

1)  Färben  10  Minuten  bis  2 Stunden  lang. 

2)  Auswaschen. in  Wasser. 

3)  Alkohol  — Öl  — Kauadabalsam. 

Die  Kerne  werden  durch  Alaunkarmin  schön  violettrot  gefärbt. 
Dabei  „tritt,  was  gegenüber  der  Hämatoxjdinlösung  von  Vorteil  ist, 
keine  Überfärbung  ein,  auch  wenn  die  Schnitte  mehrere  Stunden  lang 
in  der  Farbe  liegen.  Das  Auswaschen  erfordert  nicht  so  viel  Zeit 
wie  bei  der  Hämatoxylinlösung  und  die  Färbe  ist  schließlich  nicht 
so  empfindlich  gegen  Säure.  Für  schwer  färbbare  Objekte  ist  sie 
dagegen  nicht  zu  empfehlen. 

2)  Litliionkarmin. 

Bereitung:  Karmin  2,5 — 5,0. 

Gesättigte  wässerige  Lösung  von  Lithion  carbonicum  100,0. 

Anwendung: 

1)  Färben  2 — 3 Minuten  lang. 

2)  Auswaschen  V2 — 1 Minute  lang  in  Salzsäur espiritus  = 
konz.  Salzsäure  1,0  + 70-proz.  Alkohol  100,0. 

3)  Entsäuern  in  reichlichem  destilliertem  Wasser. 

4)  Alkohol  — Öl  — Kanadabalsam. 

Die  Lithionkarminfärbung  verleiht  dem  Kern  eine  intensiv  rote 
Farbe.  Sie  ist  ein  sehr  sicheres  Kernfärbemittel,  welches  auch  bei 
schwer  färbbaren  Objekten  schnell  und  sicher  wirkt.  Handelt  es  sich 
übrigens  um  solche,  so  kann  man  den  Karmingehalt  der  Lösung  bis 
auf  5 steigern  und  die  Farbe  bis  zu  12  Stunden  einwirken  lassen. 
Ein  weiterer  ..Vorteil  besteht  in  der  sehr  einfachen  Zubereitungs- 
weise. Eine  Überfärbung  ist  nicht  möglich,  weil  man  durch  längeres 
Auswaschen  in  Salpäurespiritus  beliebig  viel  Farbe  ausziehen  kann. 
Anderseits  muß  bei  der  Wahl  dieser  Färbung  immer  die  Anwendung 
der  Salzsäure  mit  in  den  Kauf  genommen  werden.  Die  Lithionkarmin- 
färbung eignet  sich  auch  gut  für  Präparate,  die  mit  einer  blauen 
Injektionsmasse  injiziert  sind,  sowie  als  Gegenfärbung  bei  der  Gkam- 
schen  oder  WEiGEUT’schen  Bakterienfärbung. 
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3)  IJoraxksu’iiiiii. 

Bereitung:  Karmin  0 5 

l^orax  2,0 

Aqna  destillata  100,0 

gemischt  und  bis  znm  Kochen  erwärmt.  Unter  fortwährendem  Um- 
rnhren  wird  zugesetzt 

Acid.  acetic.  dilut.  (Pliarm.  Germ.)  4,5 
Dann  24  Stunden  stehen  lassen  und  filtrieren. 

Anwendung: 

1)  Färben  5 — 15  Minuten  lang. 

V«“!  Minute  lang  Auswaschen  in  Salzsäurespiritus  TSalzs  1 
Spiritus  (70-proz.)  lOOJ.  L • 

3)  Gründliches.  Entsäuern  in  Wasser. 

4)  Alkohol  — Öl  — Kanadabalsam. 

Bomxkarmin  gibt  eine  ähnliche  Färbung  wie  Lithionkarmin:  die 
r arbe  ist  aber  nicht  ganz  so  intensiv. 

4)  Pikrokariiiiii. 

Bereitung:  Karmin  1,0 

Liquor.  Ammon,  caust.  5,0 

Aqua  destillata  50,0. 

Nach  erfolgter  Lösung  zugesetzt: 

Gesättigte  wässerige  Pikrinsäurelösung  50,0. 

Man  läßt  die  Farbflüssigkeit  in  einem  weiten  offenen  Gefäß 
stehen,  bis  alles  Ammoniak  verdunstet  ist.  Dann  filtriert  man. 

Anwendung: 

1)  Färben  1 Stunde  lang. 

2)  Auswaschen  ^/o  Stunde  lang  in  1-proz.  Salzsäureglyzerin, 
das  durch  Pikrinsäurezusatz  leicht  gefärbt  ist. 

3)  Auswaschen  5 Minuten  lang  in  Wasser,  das  durch  Pikrin- 
säure leicht  gelb  gefärbt  ist. 

4)  Entwässern  in  durch  Pikrinsäure  gelb  gefärbtem  Alkohol 

5)  Öl  — Kanadabalsam. 

Die  Pikrokarminlösung  hat,  wenn  man  in  der  angegebenen  Weise 
verfährt,  und  dem  Glyzerin,  A¥asser  und  Alkohol  etwas  Pikrinsäure 
zusetzt,  den  Vorteil,  daß  sie  eine  haltbare  Doppelfärb uug  gibt,  indem 
die  Kerne  braunrot  erscheinen,  während  das  Protoplasma  gelb  gefärbt 
wird;  die  Färbung  gelingt  aber  nicht  immer  gut.  Eine  weitere  Eigen- 
schaft besteht  darin,  daß  auch  hyalin  und  kolloid  degenerierte  Gewebe 
einen  intensiv  gelben  Farbenton  annehnien.  Auch  das  Protoplasma 
der  quergestreiften  Muskeln  und  Hornsubstanz  treten  durch  ihre  deut- 
liche Gelbfärbung  stark  hervor.  Alle  diese  Vorzüge  besitzt  die 
VAN  GiEsoN’sche  Färbung  aber  in  noch  höherem  Grade  und  ist  dabei 
in  der  Wirkung  viel  sicherer. 

Zu  bemerken  ist  noch,  daß  die  von  Dr.  Gbüblee  in  Leii)zig  be- 
zogene WEiGERT’sche  Pikrokarminlösung  sehr  zuverlässig  wirkt. 

5)  Pikrolitliionkarmiii. 

Bereitung:  Zu  der  oben  angegebenen  (P-.47)  Lithionkarmin- 
lösung  werden  2 Teile  gesättigte  wässerige  Pikrinsäurelösung  hinzu- 
gesetzt. 


B.  Kanninfärbuiigen. 


G.  Aniliufarben. 
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A n w e n d ii  11  g: : A\’ie  bei  Pikrokarmin. 

Pikrolithionkarmiii  gibt  eine  ganz  älmliche  Färbung  wie  Pikro- 
karmin. 

6)  BEALE’s  Karmin. 

Bereitung:  Karmin  0,6 

Liquor.  Ammon,  caust.  3,75 

Einige  Minuten  gekocht,  dann  zugesetzt: 

Glyzerin  60,0 

Aqu.  destillata  60,0 

Alkohol  15,0. 

Anwendung:  Die  BnALE’sche  Karminlösung  wird  vorzugsweise 
zur  Durchfärbung  ganzer  Stücke  angewandt.  Zu  dem  Zwecke  müssen 
die  Stücke  je  nach  ihrer  Dicke  2—8  Tage  in  der  Lösung  verbleiben, 
danach  werden  sie  in  AVasser  ausgewaschen,  kommen  zur  Nachhärtung 
in  Alkohol  und  werden  dann  eingebettet.  Die  einzelnen  Schnitte 
können  später  sofort  eingelegt  werden. 

7)  P.  MATEß’s  alkoliolisclies  Salzsäiirekarmin. 

Bereitung:  4g Karmin  werden  in  15  ccm  A¥asser  und  30  Tropfen 

Salzsäure  durch  Kochen  gelöst;  dann  fügt  man  95  ccm  Alkohol  von 
85  % hinzu,  filtriert  heiß,  neutralisiert  mit  Ammoniak,  bis  ein  bleiben- 
der NTederschlag  gerade  entstehen  will  und  filtriert  nach  dem  Erkalten 
event.  nochmals. 

Anwendung:  Färbung  einige  Minuten.  Auswaschen  in  Alkohol 
von  80— 90  ®|lp';%wenn  man  reine  Kernfärbung  haben  will,  muß  man 
diesem  etwas  Salzsäure  zusetzen. 

Diese  Lösung  kann  von  Nutzen  sein,  wenn  man  den  Kontakt  der 
Schnitte  mit  AVasser  vermeiden  will.  Gegenfärbung  ist  möglich  mit 
einer  schwachen  Lösung  von  Pikrinsäure  in  Benzol. 

C.  Anilinfarben. 

1)  Bismarckbraun. 

Bereitung: 

a)  Entweder  gesättigte  wässerige,  durch  Kochen  dargestellte 
Lösung  = 3 — 4-proz.,  filtriert. 

b)  Oder  konzentrierte  alkoholische  Lösung  in  40ä)z.  Alkohol 
= l’/o — 2-proz. 

Anwendung: 

1)  Färben  5 Minuten  lang. 

2)  Auswaschen  in  starkem  Spiritus. 

3)  Alkohol — Öl— Kanadabalsam. 

Das  Bismarckbraun  verleiht  den  Kernen  eine  schöne  braune 
Farbe.  Sind  Bakterien  in  dem  Gewebe  vorhanden,  so  werden  diese 
noch  intensiver  braun  gefärbt.  Das  Protoplasma  erhält  einen  hell- 
bräunlichen Farbenton.  Die  wässerige  und  alkoholische  Lösung  wirken 
in  gleicher  A¥eise.  Eine  Überfärbung  tritt  nicht  ein.  Die  mit  Bis- 
marckbraun gefärbten  Präparate  eignen  sich  besonders  gut  für  die 
photographische  Reproduktion.  Man  kann  statt  in  starkem  Spiritus 
auch#in  Salzsäurespiritus  (1-proz.)  auswaschen. 

V.  Kahldon,  Tecbiiilc  der  bistologisclicii  Untersucbung.  7.  Auü. 
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C.  Anilinfarben. 


Außei  dem  Bismarckbrciuii  sind  nur  wenig'e  Anilinfarben  als 
Kernfärbemittel  im  Gebrauch,  obschon  die  meisten  als  solche  ver- 
wandt werden  können.  Sie  färben  an  und  für  sich  diffus;  die  Differen- 
zierung: der  Kerne  tritt  erst  durch  Auswaschen  in  absolutem  Alkohol 
ein.  Die  Kciibung:  ist  nicht  so  haltbar,  wie  die  durch  Hämatoxylin  und 
die  verschiedenen  Karminlösungen  bewirkte.  Empfehlenswert  sind 
unter  den  Kernfärbungen  mit  Anilinfarben  noch  die  mit  Gentiana- 
violett  und  die  HEiDENHAiN-BiONm’sche  Färbung,  die  der  EHiiLiCH’schen 
Blutfärbung  nachgebildet  ist.  Dieselbe  ist  aber  nicht  haltbar. 

2)  Geiitianaviolett. 

Bereitung:  1-proz.  wässerige  oder  1— 2-proz.  alkohol.  Lösung. 

Anwendung: 

1)  Färben  3 — 5 Minuten  lang. 

2)  Auswaschen  in  Alkohol,  bis  der  Schnitt  eine  hellblaue 
Farbe  hat. 

3)  Absoluter  Alkohol,  Xylol,  Kanadabalsam. 

Oft  wird  die  Kernfärbung  noch  deutlicher,  wenn  mau  den  Schnitt 
aus  der  Farbe  zunächst  höchstens  für  Va  Minute  in  eine  ’/.,-proz. 
wässerige  Essigsäurelösung  bringt  und  dann  erst  in  Spritus  auswäscht. 

3)  Biondi-Heidenhain’s  Färbiiiig. 

Bereitung:  Gesättigte  wässerige  Orangelösung  filtriert  100  ccm 
Gesättigte  Säure-Fuchsinlösung  20  „ 

Gesättigte  Methylgrünlösung  50  „ 

Zur  Darstellung  der  einzelnen  gesättigten  Lösungen  ist  es  not- 
wendig, daß  man  dieselben  mit  einem  Überschuss  von  Farbstoff 
mehrere  Tage  stehen  läßt.  Die  Lösung  wird  zur  Färbung  im  Ver- 
hältnis 1 : 100  verdünnt  und  muß  dann  durch  Essigsäurezusatz 
deutlich  stärker  rot  werden.  Auf  Fließpapier  muss  sie  einen  Fleck 
machen,  der  in  der  Mitte  blaugrün,  nach  den  Bändern  zu  aber  orange 
erscheint.  AVird  die  orangefarbige  Zone  von  einer  breiteren  roten 
umgeben,  so  enthält  die  Lösung  zu  viel  Fuchsin.  AVenn  ältere 
Lösungen  an  Färbekraft  eingebüßt  haben,  so  kann  man  oft  dieselbe 
dadurch  wieder  hersteilen,  daß  man  eine  ganz  minimale  Menge  von 
Essigsäure  zugibt.  Man  taucht  einen  Glasstab  in  Essigsäure,  schwenkt 
ihn  in  der  Luft  einige  Male  hin  und  her  und  bringt  dann  den  noch 
anhaftenden  Rest  von  Säure  zu  der  Farblösung. 

Am  besten  bezieht  man  die  nach  den  Angaben  von  Heidenhain 
hergestellte  Lösung  von  Dr.  Grübler  in  Leipzig. 

Anwendung: 

1)  Härtung  in  Sublimat  (s.  p.  13). 

2)  Färbung  6—24  Stunden  lang  in  der  verdünnten  Lösung. 

3)  Kurzes  Auswaschen  in  90-proz.  Alkohol. 

4)  Entwässern  in  absolutem  Alkohol. 

5)  Xylol,  Kanadabalsam. 

In  Teilung  begriffene  Kerne,  sowie  die  fragmentierten  Kerne  der 
Leukocyten  sind  intensiv  grünviolett,  die  ruhenden  Kerne  blau  ge- 
färbt, die  roten  Blutkörperchen  rot. 

Die  Methode  eignet  sich  namentlich  sehr  gut  für  Präparate,  die 
viele  Leukocyten  enthalten.  Sie  ist  urs])i’ünglich  nur  für  Paraffin- 
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schnitte  imtl  für  Färbungen  auf  dem  Objektträger  angegeben.  Man 
kann  aber  auch  einzelne  Celloidinschnitte,  ohne  sie  auf  dem  Objekt- 
träger zu  fixieren,  in  der  Lösung  färben.  l\"enn  die  Schnitte  sehr 
düiTn  sind,  braucht  man  das  Celloidin  niclit  vorher  zu  entfernen.  _ Bei 
dickeren  Schnitten  wirkt  dagegen  seine  Gegenwart  störend,  weil  es 
sich  nur  teilweise  entfärbt. 

Für  drüsige  Organe  empfiehlt  NiiavüROFF  ganz  besonders  die 
von  Ehrlich  für  Färkmg  der  eosinophilen  Zellen  angegebene  Farben- 
mischung : 

Aurantia 
Indulin 
Eosiu  aua  2,0 
Glyzerin  30,0. 

Die  Stücke  werden  in  Sublimat  gehärtet ; in  Paraffin  eingebettet ; die 
Schnitte  werden  auf  dem  Objektträger  gefärbt. 

Diffuse  Färbungen  und  Doppelfärbimgeu. 

Unter  den  Farben,  welche  die  Grnndsnbstanz  der  Gewebe  färben, 
sind  namentlich  das  neutrale  karminsaure  Ammoniak,  welches  kurz- 
weg als  neutrales  Karmin  bezeichnet  wird,  und  das  Eosin  zu  neunen. 
Letzteres  kommt  sowohl  in  wässeriger  wie  in  alkoholischer  Lösung 
zur  Anwendung.  Man  macht  jedoch  selten  von  einer  isolierten  dif- 
fusen Färbung  der  Gewebe  Gebrauch.  Dieselbe  wird  vielmehr  meist 
als  Doppelfärbung  in  Verbindung  mit  einem  Kernfärbemittel,  vor 
allem  mit  Hämatoxylin  angewandt. 

Neutrales  Karmin. 

Bereitung:  5 g Karminpulver  werden  mit  etwas  überschüssigem 
Ammoniak  zu  einem  roten  Brei  verrieben,  dann  mit  200  g Wasser 
in  einem  offenen  Kolben  so  lange  gekocht,  bis  das  Ammoniak  ver- 
flüchtigt ist.  Der  Kolben  bleibt  offen  stehen,  bis  er  nach  einigen 
Wochen  einen  roten  Bodensatz  zeigt.  Dann  wird  filtriert.  Die  Flüssig- 
keit färbt  mit  zunehmendem  Alter  immer  besser.  Man  filtriert  daher 
die  gebrauchte  Lösung  immer  wieder  zurück. 

Honeggeb  empfiehlt  folgende  Bereitungsweise,  durch  welche  die 
Flüssigkeit  sofort  färbekräftig  werden  soll:  das  Karminpulver  wird 
mit  nur  soviel  Ammoniak,  als  unumgänglich  notwendig  ist,  zu  einem 
dicken  Brei  verrieben,  dann  an  der  Wand  der  Eeibschale  dünn  ver- 
teilt und  dem  Austrocknen  überlassen;  die  so  erhaltene  Masse  wird 
fein  pulverisiert,  noch  etwa  24  Stunden  lang  der  Luft  ausgesetzt  und 
dann  in  kaltem  Wasser  gelöst. 

Anwendung:  Von  der  konzentrierten  Farbflüssigkeit  stellt  man 
sich  durch  Einträufeln  in  Wasser  eine  hellrote  Lösung  dar  und  färbt 
in  dieser,  bis  die  Schnitte  eine  deutlich  rote  Farbe  bekommen  haben. 
Die  Färbung  gelingt  am  besten,  wenn  man  die  Schnitte  lange  Zeit, 
bis  12  Stunden,  in  einer  sehr  verdünnten  Lösung  liegen  läßt.  Bei 
Mangel  an  Zeit  kann  man  die  Färbung  aber  auch  in  einer  konzen- 
trierten Lösung  bewirken,  in  welcher  der  hinreichende  Farbenton  ge- 
wöhnlich in  20 — 30  Minuten  erreicht  wird. 

Danach  wird  gründlich  in  Wasser  ausgewaschen. 

Doppelfärbung  mit  Hämatoxylin  und  Karmin  wird 
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Eosin,  wässerige  Lösung.  Eosin,  alkoholische  Lösung. 


daß  man  zuerst  mit  Häma- 


stets  in  der  Weise  vorgenommen, 

toxylin  und  dan n mit  Karmin  färbt.  Nacl^dVr  Hämatoiin- 
fai billig  müssen  die  kSchnitte  mindestens  6,  besser  nocli  12  Stunden 
ausgewassert  werden  Dann  erst  wird  in  Karmin  gefärbt  und  noch- 
mals 111  asser  sorgfältig  ausgewaschen.  ^ 

Eosiii,  wässerige  Lösung. 

Bereit  u n g : V on  einer  konzentrierten  wässerigen  oder  spirituösen 
Losung  von  Eosin  tropft  man  so  viel  in  eine  Schale  mit  Wasser, 
daß  eine  hellrote  Färbung  entsteht,  die  etwa  1:1000—1500  Eosin 
enthält. 


Anwendung: 

1)  Färben,  wenige  Minuten,  bis  die  Schnitte  eine  rote  Farbe 
haben. 

2)  Abspülen  in  "Wasser. 

3)  Entwässerung  in  Alkohol;  nicht  länger,  als  notwendig  ist, 
weil  der  Alkohol  das  Eosin  nach  und  nach  wieder  auszieht. 

4)  01  (kein  Bergamottöl),  Kanadabalsam. 


Eosiii,  alkoholische  Lösung. 

Bereitung:  Von  einer  konzentrierten  alkoholischen  Lösung 
von  Eosin  wird  tropfenweise  so  viel  in  96-proz.  Spiritus  oder  in  ab- 
soluten Alkohol  gegeben,  bis  derselbe  eine  rosarote  Farbe  ange- 
nommen hat. 

Anwendung: 

1)  Färbung  der  vorher  in  96-proz.  Spiritus  übertragenen  meist 
schon  mit  Hämatoxylin  vorgefärbten  Schnitte  einige  Minuten 
bis  mehrere  Stunden  lang. 

2)  Auswaschen  in  96-proz.  Spiritus,  bis  der  gewünschte  Farben- 
ton vorhanden  ist. 

3)  Alkohol,  Öl,  Kanadabalsam 

Die  Zeit  in  welcher  die  Eosinfärbung  zustande  kommt,  ist  sehr 
verschieden,  so  daß  sich  in  dieser  Beziehung  bestimmte  Kegeln  kaum 
geben  lassen;  manchmal  ist  eine  Einwirkung  der  Farblösung  bis 
24  Stunden  lang  zweckmäßig. 

Die  alkoholische  Lösung  des  Eosins  färbt  gleichmäßiger  als  die 
wässerige.  Eosin  färbt  die  roten  Blutkörperchen  rosarot  bis  kupfer- 
rot, namentlich  in  Präparaten,  die  in  Formalin  oder  auch  in  Sublimat 
gehärtet  sind.  Der  Gefäßinhalt  tritt  deshalb  an  Eosinpräparaten  be- 
sonders deutlich  hervor.  Außerdem  gibt  es  den  Geweben  eine  diffus 
rote  Färbung.  Das  Eosin  kommt  deshalb  für  sich  allein  selten  zur 
Anwendung;  meist  wird  es  bei  Doppelfärbungen  gebraucht,  und 
zwar  eignet  es  sich  vor  allem  zu  Kombinationen  mit  Hämatoxylin, 
dann  auch  mit  Alaunkarmin.  Auch  zusammen  mit  Gentianaviolett 
kann  es  angewendet  werden.  Die  Doppelfärbungen  mit  Eosin  werden 
ebenfalls  so  ausgeführt,  daß  zuerst  das  Kernfärbungsmittel  einwirkt 
und  dann  erst  die  Eosinlösung.  Man  tropft  dann  zu  dem  absoluten 
Alkohol,  in  dem  die  mit  Hämatox3din  usw.  gefärbten  Präparate  ent- 
wässert werden,  das  entsprechende  (Quantum  alkoholischer  Eosin- 
lösung hinzu  und  wäscht  noch  einmal  in  reinem  Alkohol  aus.  Manche 
nehmen  auch  die  Färbung  mit  Eosin  so  vor,  daß  sie  dem  zur  Auf- 


Van  Gieson’scIic  Färbung'.  Färbung;  ganzer  Stücke. 
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hellimg-  bestimmten  Nelken-  oder  Origanninöl  etwas  Eosin  zusetzen. 
Ott  nimmt  auch  in  unerwünschter  AVeise  das  Nelkenöl,  wenn  inan 
viele  Eosinpräparate  in 'demselben  aufgehellt  hat,  von  selbst  eine 
Eosinfärbung  an,  die  sich  dann  allen  weiteren  Präparaten  mitteilt. 

Man  hat  auch  zu  Hämatoxylinlösungen  direkt  Eosin  zugesetzt, 
uni  in  ein  und  derselben  Lösung  die  Doppelfärbung  zu  erzielen.  So 
kann  man  z.  B.  zu  der  Ehklich’ sehen  Hämatoxyli  nl  ösung 
(siehe  p.  46)  0,5  Eosin  zusetzen,  um  diesen  Effekt  zu  erreichen.  Es 
hat  das  erfahren  jedoch  keine  Vorteile  vor  der  getrennten  Färbung 
in  Hämatoxylin  und  Eosin. 

A^on  der  Eigenschaft  der  Pikrinsäure,  in  wässeriger  Lösung  eine 
diffuse  Färbung  der  Gewebe  zu  bewirken,  macht  man  bei  der  oben 
angeführten  Pikrokarminfärbung  (s.  p.  48)  und  bei  der  Färbung  mit 
Pikrolithionkarmin  (s.  p.  48)  Gebrauch.  Auch  kann  man  die  Schnitte 
in  einer  kernfärbenden  Karminlösung  vorfärben  und  sie  dann  in  einer 
1 — 5-proz.  wässerigen  Lösung  von  Pikrinsäure  nachfärben.  Auch  mit 
Hämatoxylin  und  Pikrinsäure  läßt  sich  eine  gute  Doppeliärbung  er- 
zielen; man  muß  mit  Hämatoxylin  stark  vorfärben,  weil  die  Pikrin- 
säure zum  Teil  entfärbend  wirkt. 

Yxy  GiESOK’sclie  Färbung. 

1)  Härtung  in  MüLLEn’scher  Flüssigkeit,  Alkohol,  Formalin  us  w. 

2)  Färben  Y2  Stunde  lang  (oft  .auch  länger)  in  Hämatox3din. 

3)  Gründliches  Auswaschen  in  A¥asser. 

4)  Färben  3 — 5 Minuten  lang  in  einer  Lösung  von 
Pikrinsäure,  gesättigte  wässerige  Lösung, 

Säurefuchsin,  gesättigte  wässerige  Lösung  so  viel,  daß  die 
Mischung  eine  tiefrote  Farbe  erhält. 

5)  Abspülen  in  AA Assei,  Y2  Minute  lang. 

6)  Spiritus,  Alkohol,  Hopfenöl,  Kanadabalsam. 

Die  Methode  ist  sehr  bequem  zu  handhaben  und  gibt  eine  sehr 
schöne  Doppelfärbung.  Die  Kerne  werden  braunrot,  das  Zwischen- 
gewebe leuchtend  rot  in  verschiedenen  Nuancen.  Für  viele  Unter- 
suchungen, namentlich  vergleichende,  ist  es  zweckmäßig,  mit  Lösungen 
von  verschiedenem  Fuchsingehalt  zu  färben. 

Ein  weiterer  Vorteil  ist  die  gleichzeitige  Färbung  von  Amyloid, 
Colloid,  Hyalin  und  Schleim. 

Vax  Gieson  hat  ursprünglich  die  Hämatoxylinlösung  von  Dela- 
FiELD  empfohlen.  Dicj  gewöhnliche  Alaunhämatoxjdinlösung  gibt  aber 
ebenso  gute  Eesultate.  Man  überfärbt  die  Schnitte,  weil  die  Pikrin- 
säure zuin  Teil  eine  entfärbende  AATrkung  ausübt.  Falls  die  Ent- 
färbung nicht  genügt,  kann  man  sie  in  gesättigter  wässeriger  Pikrin- 
säurelösung fortsetzen. 


Färbung  ganzer  Stücke. 

Eine  besondere  Art  der  Färbung  besteht  darin,  daß  man  nicht 
einzelne  Schnitte,  sondern  das  ganze  zu  untersuchende  Stückchen  in 
toto  färbt.  Man  wählt  dazu  mit  Vorliebe  Farbstofflösungen,  denen 
em  Quantum  Alkohol  zugesetzt  ist,  z.  B.  die  BE.vLE’sche  Karniin- 
losung  (s.  p.  49 j.  Auch  das  HEiDENHAix’sche  Hämatoxylin  (s.  p.  46) 

(®-  P-  49)  eignen  sich  zum  Durch'färben  ganzer 
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Färbung  ganzer  Stücke.  Danstellnug  der  Keruteilniigsfiguren. 

• 1 für  eine  derartige  Durchfärbung  ganzer  Stückchen 

sind  zu  beachten: 

betreffenden  gehärteten  oder  fixierten  Stückchen 
düiten  nicht  zu  voluminös  sein,  weil  sonst  die  Farblösung  zu  schwer 
eindringt. 

. Färbung  muß  viel  länger  als  bei  der  Schnittfärbung, 

1 — 0—4—8  Tage  lang,  einwirken. 

3)  Gründliches  Auswaschen,  bis  keine  Farbe  mehr  abgeht. 

_ 4)  Nachhärtung  in  96-proz.  Spiritus,  resp.  in  absolutem  Alkohol, 

bis  das  Objekt  schnittfähig  ist. 

Die  Durchfärbung  ganzer  Stücke  hat  den  Vorteil,  daß  sie  be- 
quemer und  viel  weniger  zeitraubend  ist  als  die  Färbung  einzelner 
Schnitte.  Außerdem  ist  sie  schonender,  weil  mit  dem  einzelnen  Schnitt, 
der  sofort  eingelegt  werden  kann,  nicht  mehr  so  viele  Manipulationen 
vorgeiiommen  zu  werden  brauchen. 

Trotzdem  kann  das  Verfahren,  welches  in  der  normalen  Histologie 
eine  ausgedehnte  Anwendung  findet,  für  die  üntersiichung  pathologisch- 
anatomischer Präparate  nicht  so  häufig  in  Betracht  kommen,  und  die 
Grenzen  seiner  Verwendbarkeit  dürften  um  so  engere  werden,  je  mehr 
es  gelingt,  bestimmte  Farbenreaktionen  für  bestimmte  Gewebsver- 
änderungen aufziifinden. 

Nur  selten  kann  man  sich  bei  pathologisch-anatomischen  Unter- 
suchungen auf  die  Anwendung  einer  einzigen  Färbungsmethode  be- 
schränken; in  einem  großen  Bruchteil  der  Fälle  ist  neben  der  ge- 
wöhnlichen histologischen  eine  Färbungsmethode  auf  Bakterien  not- 
wendig. Ebenso  muß  sehr  häufig  neben  der  gewöhnlichen  Kernfär- 
bung eine  bestimmte  Reaktion  auf  degenerative  Veränderungen,  auf 
fettige  Degeneration,  auf  Amyloid  usw.  an  gestellt  werden.  Aber  selbst 
wenn  es  sich  um  eine  rein  histologische  Untersuchung  ohne  kompli- 
zierende Details  handelt,  kann  man  in  vielen  Fällen  nicht  im  voraus 
beurteilen,  welche  der  zu  Gebote  stehenden  Färbungsmethoden  am 
sichersten  zum  Ziele  führt.  Auf  der  anderen  Seite  ist  zu  bemerken, 
daß  die  größere  Schonung  des  einzelnen  Schnitts,  wie  sie  die  Durch- 
färbung ganzer  Stücke  ermöglicht,  gegenüber  der  so  Vollkommenes 
leistenden  Celloidineinbettung  sehr  an  Bedeutung  verloren  hat.  • 

Darstellung  der  Kernteilungsfiguren. 

Die  Darstellung  der  Kernteilungsfiguren  erfordert  eine  besondere 
Technik,  deren  Eigentümlichkeiten  sowohl  die  Art  der  Konservierung, 
wie  die  Methode  der  Färbung  betreffen. 

Erster  Grundsatz  ist,  daß  die  zu  untersuchenden  Stück- 
chen unmittelbar  dem  eben  getöteten  Tier  entnommen 
und  sofort  in  die  betreffende  Fixierungsflüssigkeit  übertragen  werden. 
Spätestens  müssen  dieselben  eine  halbe  Stunde  nach  der  Tötung  des 
Tieres  oder  nach  der  Entnahme  aus  dem  lebenden  Körper  in  die 
Fixierungsflüssigkeit  kommen.  Im  anderen  Falle  läuft  der  Prozeß  der 
Kernteilung  ab,  ohne  daß  es  möglich  ist,  die  Figuren  der  noch  in 
der  Teilung  begriffen  gewesenen  Kerne  zu  Gesicht  zu  bekommen. 
Jedoch  kann  man  manchmal  auch  an  Objekten,  die  erst  längere  Zeit 
nach  dem  Tode  in  die  Fixationsflüssigkeit  übertragen  sind,  noch  Kern- 
teilungsfiguren beobachten;  dieselben  sind  aber  nicht  so  zahlreich 
und  weniger  deutlicli  wie  an  frischen  Präparaten. 
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Damit  liängt  es  dann  weiterhin  ziisaninien,  daß  man  der  be- 
treffenden Fixierungsflüssigkeit  die  Möglichkeit  geben  muß,  rasch  das 
ganze  Präparat  vollständig  zu  durchdringen,  und  es  ergibt  sich  daher 
als  zweite  Regel,  daß  die  zu  fixierenden  Stückchen  mög- 
lichst dünn  genommen  werden.  Dieselben  dürfen  nicht  dicker 
als  4 mm  sein.  Die  Beobachtung  dieser  Regel  ist  um  so  notwendiger, 
als  die  meisten  Fixierungsflüssigkeiten  an  und  für  sich  die  Eigenschaft 
besitzen,  ziemlich  langsam  in  die  Organstückchen  einzudringen. 

M'eiterhin  folgt  aus  dem  Gesagten,  daß  man  nur  in  den  aller- 
seltensten Fällen  in  der  Lage  ist,  an  Organteilen  von  Leichen  die 
Kernteilungsfiguren  darzustellen,  weil  man  fast  nie  so  frühzeitig,  wie 
es  nötig  wäre,  sezieren  kann.  Es  beschränkt  sich  vielmehr  für  mensch- 
liche Organe  die  Untersuchung  meist  auf  Teile,  die  dem  menschlichen 
Körper  durch  Operation  entnommen  sind. 

Es  gelingt  zwar  auch  an  Stückchen,  die  in  Alkohol,  Formalin  oder 
MüLLEß’scher  Flüssigkeit  gehärtet  sind,  wenn  sie  ganz  frisch  und  in 
ganz  dünnen  Scheiben  konserviert  sind,  die  Kernteilimgsfiguren  dar- 
zustellen, doch  eignet  sich  erfahrungsgemäß  eine  Reihe  von  anderen 
Gemischen,  von  sog.  Fixierungsmitteln,  besser  dazu. 

Die  angewandte  Fixierungsflüssigkeit  muß  das  Volumen  der  zu 
fixierenden  Stückchen  sehr  erheblich  übersteigen.  Sie  muß  gewechselt 
werden,  wenn  sie  sich  ii’gendwie  trübt. 

Unter  den  Fixierungsflüssigkeiten  ist  in  erster  Linie  zu  nennen: 

1)  FlEjJIMING’s  Chromosmiiimessigsäuregemisch. 

Bereitung:  2-proz.  wässerige  Osmiumsäurelösung  4 Teile 

1-proz.  wässerige  Chromsäurelösung  15  „ 

Eisessig  1 Teil. 

V enn  man  die  FLEMsnxG’sche  Lösung  nicht  zur  Darstellung  der 
Kernteilungsfigureu,  sondern  zum  Nachweis  von  Verfettungen  benutzt, 
so  ist  es  oft  empfehlenswert,  eine  geringere  Menge  Eisessig,  0,3— 0,5 
zuzusetzen,  damit  das  Protoplasma  nicht  gar  zu  durchsichtig  wird. 

Anwendung: 

1)  Verweilen  der  Stückchen  in  der  Fixationsflüssigkeit  1 — 3 
Tage. 

2)  Auswaschen  in  Wasser  3—6  Stunden  lang. 

3)  Nachhärtung  successive,  je  einen  Tag,  in  30-,  60-,  96-proz 
Alkohol. 

4)  In  der  Regel  Celloidineinbettung.  Danach 

Färbung  mit  Saffraniii. 

Ij  Vo— 24_  Stunden  lang  Färbung  der  Schnitte  in  1-proz 
wässeriger  Saffraninlösung. 

2)  Ganz  kurzes  Abspülen  in  Wasser. 

3)  Ausvvaschen  in  absolutem  Alkohol,  der  durch  wenige 
tropfen  Salzsäurespiritus  (1-proz.)  ganz  leicht  angesäuert 

-i  Am  ^ mittelgroßen  Schale  mit  Alkohol 

ö 10  lro])fen  Salzsäurespiritus  (s.  p.  47) 

4)  Auswaschen  in  reinem  absolutem  Alkohol,  bis  die  Schnitte 
iiellbraunrot  aussehen. 

5)  01,  Kanadabalsam. 
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Die  FDEM^iiNG’sche  Metliode  mit  nachfolgender  Saffraninfärbung 
hat  den  Vorteil,  daß  die  ruhenden  Kerne  nur  ganz  blaß,  die  in  der 
Teilung  begrilfenen  Kerne  dagegen  sehr  intensiv  gefärbt  werden. 
Dadurch  ist  es  ermöglicht,  schnell  und  schon  bei  schwacher  Ver- 
größerung die  in  Teilung  begriffenen  Zellen  mit  annähernder  Sicher- 
heit zu  erkennen  und  ein  Urteil  über  ihre  Lage  und  über  ihre  un- 
gefähre Zahl  zu  gewinnen.  Bei  manchen  anderen  Färbemitteln  wird 
keine  wesentliche  Differenz  in  der  Intensität  der  Färbung  zwischen 
ruhenden  Kernen  und  dem  Kerngerüst  der  in  Teilung  begriffenen 
Zellen  erzielt. 

Babes  empfiehlt  zur  Färbung  Anilinwassersaffranin.  Durch  das- 
selbe Avird  die  Färbung  in  kürzester  Zeit  bewirkt:  2 Teile  Anilinöl 
werden  mit  100  Teilen  Wasser  versetzt  und  Saffraninpulver  im  Über- 
schuß zugefügt.  Erwärmen  auf  60“  Filtrieren.  Die  Lösung  hält 
sich  2 Monate  lang.  Will  man  aus  irgend  einem  Grunde  keine 
Saffraninfärbung  an  wenden,  so  kann  man  auch  mit  wässeriger  Gentiana- 
Auolettlösung  (s.  p.  50)  färben.  Besonders  gut  eignet  sich  auch  Karbol- 
fuchsin zur  Färbung.  Eine  sehr  brauchbare,  von  Hermann  ange- 
gebene Modifikation  des  FnEMMiNG’schen  Säuregemisches  besteht  darin, 
daß  man  die  Chromsäurelösüng  durch  1-proz.  Platinchloridlösung  er- 
setzt. Dadurch  treten  die  Spindel,  der  Zentral-  und  Polkörper  be- 
sonders scharf  hervor. 

Beabsichtigt  man  die  in  der  FLEMMiNo’schen  Lösung  fixierten 
Schnitte  in  Hämatoxylin  zu  färben,  so  kann  man  sich  der  BENDA’schen 
Methode  bedienen,  welche  dem  WEiGERT’schen  Verfahren  zur  Färbung 
markhaltiger  Nervenfasern  nachgebildet  ist. 

2)  BENDA’s  Hämatoxyliufärbung : 

1)  Übertragen  der  Schnitte  in  eine  konzentrierte  Lösung  von 
Cuprum  aceticum,  24  Stunden  lang  bei  Brütofentemperatur. 

2)  Gründliches  Auswaschen. 

3)  Färben  in  1-proz.  wässeriger  Hämatoxylinlösung,  bis  die 
Schnitte  schwarz  sind. 

4)  Entfärben  in  Salzsäure  1:500,  bis  die  Schnitte  gelb  sind. 

5)  Neutralisieren  der  Säure  in  gesättigter  Cuprum- aceticum- 
Lösung. 

6)  Auswaschen. 

7)  Alkohol  — Öl  — Kanadabalsam. 

3)  Sublimat. 

Die  Konservierung  in  der  gesättigten,  Avässerigen  Sublimatlösung 
(s.  p.  13)  gestattet  ebenfalls  den  Naclnveis  der  Kernteilungsfiguren. 
Als  Färbung  empfiehlt  sich  die  von  Heidenhain-Biondi  (s.  p.  50), 
durch  welche  die  ruhenden  Kerne  blauviolett,  die  in  Teilung  begriffenen 
grün  gefärbt  werden. 

4)  Cliromsäurelösiiiigeii. 

Dieselben  werden  in  einer  Stärke  von  0,3— ÜO  “/o  angeAvandt. 
Die  Dauer  der  Einwirkung  beträgt  im  Durchschnitt  24  Stunden  bis 
mehrere  Tage.  Die  Chromsäure  dringt  sehr  sclnver  ein,  die  Stückchen 
müssen  daher  ganz  besonders  klein  sein. 
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5)  RABL’solie  Clironiaineiseiisilure. 

Bereitung:  Zu  200  .cciu  einer  0,3-proz.  Chroinsäurelösung  werden 
4 — 5 Tropfen  konzentrierter  Ameisensäure  gebracht. 

Dauer  der  Einwirkung  12  — 24  Stunden.  Gründliches  Auswaschen. 
Snccessive  Härtung  in  30-proz.,  60-proz.,  96-proz.  Alkohol. 

())  FOL’sclie  Fixierungsflüssigkeit. 

1-proz.  Osminmsänre  2 Ranmteile 

1- proz.  Chromsänre  25  „ 

2- proz.  Essigsäure  5 „ 

^^Asser  68  „ 

7)  Chronipikrinsäure. 

Konzentrierte  wässerige  Pikrinsäurelösung  10  Eaumteile 

1-proz.  Chromsäure  25  ,. 

Wasser  65  „ 

8)  AltmaäN’s  Fixierung. 

1)  Einlegen  1 Stunde  lang  in  3-proz.  Salpetersäure. 

2)  Gründliches  Auswaschen. 

3)  Nachhärten  in  Alkohol. 

9)  Alkohol.  Auch  durch  absoluten  Alkohol  allein  kann  man,  wenn 
man  ihn  auf  ganz  dünne  Stücken  einwirken  läßt,  eine  Fixierung  er- 
reichen. Heißer  Alkohol  fixiert  bedeutend  schneller  und  leichter.  Die 
Färbung  kann  dann  nach  der  Vorschrift  von  Bizzozero- Vassale  be- 
wirkt werden. 

1)  Färbung  10  Minuten  lang  in  EHRLiCH’scher  Geutiaufiviolett- 
lösung : 


Gentianaviolett 

1,0 

Alkohol 

15,0 

Anilinöl 

3,0 

Wasser 

80,0 

2)  Schnelles  Auswaschen  in  absolutem  Alkohol. 

3)  Übertragen  in  Jodjodkalilösung  1:2:200,  2 Minuten  lang. 

4)  30  Sekunden  in  absolutem  Alkohol. 

5)  30 — 40  Sekunden  in  Chromsäure  0,1 : 100. 

6)  Alkohol  absolut.  20 — 30  Sekunden. 

7)  Chromsäure  0,1 : 100,  30  Sekunden  lang. 

8)  Alkohol  absolut.  30  Sekunden  lang. 

9)  Nelkenöl.  Dasselbe  wird  so  oft  gewechselt,  bis  keine  Farbe 
mehr  abgeht. 

Die  Umständlichkeit  und  der  kostspielige  Verbrauch  von  Nelkenöl 
sind  Nachteile  dieser  Methode. 

lOj  ]{AU5löARTEN’s  Methode.  Die  Methode  von  Baumgarten  zur 
Darstellung  der  Kernteilungsfiguren  verdient  besondere  Erwähnung, 
weil  dieselbe  kombiniert  mit  einer  Färbung  auf  Bakterien  angewandt 
werden  kann. 

1)  Härtung  mehrere  Wochen  lang  in  dünnen  Chromsäurelösungen. 

2)  Färben  5 — 10  Minuten  lang  in  konzentrierter  alkoholischer 
Fuchsinlösung. 
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Darstellung  von  Zelleinschlüssen. 


3)  Kurzes  Abspülen  in  Alkohol  absolutus. 

4)  Färben  5 — 10  Minuten  lang-  in  wässeriger  Methylenblaulösung, 

Die  Anwendung  des  Methylenblau  nach  der  vorherigen  Färbung 

mit  Fuchsin  hat  den  Zweck,  dies  letztere  aus  der  Zwischensubstanz 
zu  verdrängen  und  so  eine  intensivere  Färbung  der  Kerne  resp.  der 
Kernteilungsfiguren  zu  bewirken. 

M'ill  man  gleichzeitig  auf  Bazillen,  speziell  auf  Tuberkelbazillen 
untersuchen,  so  färbt  man  vorher  24  Stunden  lang  in  Anilinwasser- 
methylviolett und  entfärbt  mit  verdünnter  Säure,  resp.  schließt  bei 
anderen  Bakterien  mit  Hinweglassung  der  Säure  direkt  das  Fuchsin- 
methylenblauverfahren an. 

11)  (xKAM’sclie  Methode.  Auch  die  ÖRAM’sche  Bakterienfärbung 
(s,  p.  81  u.  p.  86)  gestattet  die  Darstellung  der  Kernteilungsfiguren. 
An  Präparaten,  die  natürlich  in  entsprechend  dünnen  Scheiben,  in 
Alkohol  gehärtet  waren , werden  die  ruhenden  Kerne  durch  die 
GRAM’sche  Methode  entfärbt  (oft  nur  teilweise),  während  die  in  Tei- 
lung begriffenen  die  Farbe  behalten. 

Darstellung  von  Zelleinschlüssen. 

I.  Darstellung  der  Zellgraiiula  nach  ALTMANN. 

1)  Konservierung  der  dem  eben  getöteten  Tiere  entnommenen 
Organstückchen,  24  Stunden  lang,  in  einer  Mischung  von 

5-proz.  Lösung  von  dpppelchromsaurem  Kali 
2-proz.  Lösung  von  Überosmiumsäure 
zu  gleichen  Teilen. 

2)  Mehrstündiges  Auswaschen  in  fließendem  Wasser. 

3)  Härtung  in  75-proz.,  dann  90-proz.,  dann  absolutem  Alkohol. 

4)  Durchtränkung  mit  Xylol  und  Paraffineinbettung  (cf.  p.  25). 

5)  Schneiden. 

6)  Entfernung  des  Paraffins  aus  den  auf  dem  Objektträger  auf- 
geklebten Schnitten  mit  Xylol;  dann  Abspülen  mit  Alkohol. 

7)  Auftropfen  einer  20-proz.  Lösung  von  Säurefuchsin  in  kalt- 
gesättigtem Anilinwasser  und  Erwärmen  über  der  Flamme,  bis 
die  Lösung  dampft. 

8)  Abkühlen  lassen  und  Abspülen  des  Farbstoffs  mit  einer 
Mischung  von  konzentr.  alkoholischer  Pikrinlösung  1 Teil, 
A\’asser  2 Teile. 

9)  Aufgießen  einer  zweiten  Menge  von  Pikrinlösung  und  vor- 
sichtiges Erwärmen  derselben  30 — 60  Sekunden  lang  auf  dem 
Paraffinofen. 

10)  Abspülen  mit  Alkohol,  dann  Xylol. 

11)  Xylol,  Kanadabalsam. 

II.  IIUSSELL  hat  zur  Darstellung  von  Zelleinschlüssen,  speziell 
in  Geschwülsten,  folgendes  Verfahren  angegeben: 

1)  Härtung  in  Alkohol  oder  MüLLEß’scher  Flüssigkeit. 

2)  Färbung,  10  Minuten  lang  oder  länger,  in  einer  gesättigten 
Lösung  von  Fuchsin  in  2-proz.  Karbolwasser. 

3)  Auswaschen  in  AVasser,  einige  Minuten  lang. 

4)  Auswaschen  in  absolutem  Alkohol,  V2  Miniiteang.  .. 

5)  Färben,  5 Minuten  lang,  in  1-proz.  Lösung  von  Jodgrun  in 
2-proz.  Karbolwasser. 


Färbung  der  Zeiitralkürper.  Graiiulafärbungeu. 
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6)  Schnelles  Entwässern  in  absolutem  Alkohol,  Nelkenöl,  Kanada- 
balsani. 

ARNOLD  empfiehlt  zur  Grannlafärbung  Paraffineinbettuiig  und 
Färbung  in  Pianese’s  Dreifarbengemisch: 

Malachitgrün  0,5 
Säurefnchsin  0,1 
Martiiisgelb  0,01 
Dest.  MAsser  150,0 
Alkohol  96  7o  50,0- 

24  Stunden  lang;  dann  flüchtiges  Abspülen  in  Wasser  und  Differen- 
zieren in  Salzsäurealkohol  (1 : 10,000),  sehr  feine  Schnitte  werden  nach 
raschem  Abspülen  in  Wasser  mit  Alkohol  absolutus  und  langsamem 
Differenzieren  in  Origanumöl  behandelt. 

III.  Zunächst  zur  Färbung  der  Zentralkörper,  aber  auch  um 
manche  protoplasmatische  Strukturen  deutlich  zu  machen, 
eignet  sich  vorzüglich  die 

Eisenliämatoxyliularbung  von  M.  Haidenhain. 

1)  Härtung  in  Sublimat,  Aufkleben  der  Schnitte  auf  dem  Objekt- 
träger mit  destilliertem  Wasser,  Behandlung  mit  jodhaltigem 
Alkohol  zur  Entfernung  des  Quecksilbers,  Vorfärbung  mit 
Bordeaux  E.  Auch  Härtung  in  10-proz.  Formol  gibt  gute 
Resultate. 

2)  Beizung  in  272-proz.  Lösung  von  schwefelsaurem  Eisenoxyd- 
ammonium 6 — ^8  Stunden  lang.  Man  stellt  den  Objektträger 
senkrecht  in  die  Lösung,  damit  etwaige  Niederschläge  nicht 
auf  den  Schnitt  fallen. 

3)  Gründliches  Abspülen  in  destilliertem  Wasser. 

4)  Färben  24 — 36  Stunden  in  nicht  zu  frischer,  4 — 6 Wochen 
alter  ^jo-proz.  wässeriger  Hämatoxylinlösung,  ebenfalls  mit 
senkrechter  Stellung  des  Objektträgers.  Es  empfiehlt  sich, 
immer  dieselbe  Farblösung  zu  gebrauchen.  Frische  Häma- 
toxylinlösung erhält  Färbekraft,  wenn  man  sie  mit  etwas 
Beize  versetzt,  in  der  Menge,  daß  kein  nennenswerter  Nieder- 
schlag entsteht. 

5)  Abschwenken  in  Leitungswasser. 

6)  Zurückverbringen  in  die  Eisenoxydammoniumlösung;  Entfär- 
bung unter  Kontrolle  des  Mikroskops  (Wasserimmersion),  bis  das 
ZeUprotoplasma  entfärbt  ist,  unter  öfterem  Abschwenken  in 
Leitungswasser. 

7)  Alkohol,  Xylol,  Kanadabalsam. 

Außer  den  Zentralkörpern  bleiben  fast  immer  die  «-Granulationen 
der  Leukocyten  und  die  elastischen  Fasern  schwarz  gefärbt;  ebenso 
die  Nissn’schen  Körner  der  Ganglienzellen. 

In  manchen  Fällen,  namentlich  auch,  wenn  man  auf  die  Eisen- 
hämatoxylinmethode  noch  nicht  eingeübt  ist.  empfiehlt  es  sich,  mit 
Bordeaux  nicht  vor-,  sondern  nachzufärben.'  Zur  Nachfärbung  kann 
man  auch  wässerige  Erythrosinfärbung  anwenden. 

IV.  Vitale  und  siipravitale  Graimlafärbuiig. 

Gegenüber  neueren  Kritiken  unserer  Fixations-  und  Färbemethoden, 
wonach  ein  mehr  oder  weniger  großer  Teil  der  Zellstrukturen  im 
fixierten,  Objekt  Artefakte  sein  sollen,  ist  es  von  Wichtigkeit,  daß 
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Vitale  und  supravitale  Grauulafärbung. 


wir  eine  Anzahl  Farbstoffe  besitzen,  denen  gegenüber  sich  die  lebende 
nnd  überlebende  Zelle  nicht  so  ablehnend  verhält,  wie  es  das  frühere 
Dogma  von  der  Unfärbbarkeit  der  lebenden  Substanz  voraiissetzte. 
Es  gelingt  mit  diesen  Methoden,  sowohl  in  Zellen,  die  schon  im  un- 
gefärbten frischen  Präparat  Granulierung  erkennen  lassen,  als  auch 
in  anderen,  in  denen  dies  kaum  oder  gar  nicht  möglich  ist,  distinkt 
gefärbte  Körnchen  in  verschiedener  Menge  und  Anordnung  sichtbar 
zu  machen.  Die  hierbei  entstehenden  überraschend  zierlichen  Bilder 
sind  geeignet,  dem  Beobachter  eine  bessere  Vorstellung  von  dem  Zell- 
baue zu  verschaffen,  als  es  oft  die  kompliziertesten  Fixierungs-  und 
Färbungsmethoden  gestatten.  Zudem  kann  man  den  allmählichen  Ein- 
tritt der  Färbung  sowie  etwa  erhaltene  Bewegungserscheinungen  dabei 
direkt  unter  dem  Mikroskop  verfolgen. 

Die  praktisch  wichtigsten  miter  den  hierher  gehörigen  Farbstoffen 
sind  das  vitale,  rektifizierte  Methylenblau  von  Ehelich  und  als  ge- 
eignetster das  Neutralrot.  Man  verwendet  dieselben  in  sehr  starker 
Verdünnung,  so  daß  die  Flüssigkeiten  ganz  leicht  gefärbt  sind;  für 
manche  Zwecke  benutzt  man  Methyleiiblauverdünnungen  bis  1 : 100  000 
und  noch  schwächer.  Neutralrotlösungen  können  etwas  stärker  sein, 
da  es  für  die  Zelle  noch  ungiftiger  zu  sein  scheint.  Zum  Studium 
der  Methode  nimmt  man  nach  dem  Vorgänge  von  Fischei  (Unter- 
suchungen über  vitale  Färbung,  Anatom.  Hefte,  H.  52,  1901)  am  besten 
Amphibienlarven,  die  man  direkt  in  der  dünnen  Farblösung  schwimmen 
läßt  und  deren  Weiterentwicklung  trotz  intensiver  Färbung  im  ganzen 
ungestört  verläuft.  Zur  Untersuchung  betäubt  man  die  Tiere  auf  dem 
Objektträger  z.  B.  mit  Zigarrenrauch  und  kann  den  Schwanz  unter 
einem  Deckglase  bequem  mit  Immersion  betrachten;  man  kann  auch 
den  Schwanz  abschneiden  oder  das  übrige  Tier  zerquetschen.  Auch 
am  lebenden  Frosch  kann  man  prachtvolle  Granulierung  erhalten, 
wenn  man  nach  Aenold  die  Zunge  des  curarisierten  Tieres  hervor- 
schlägt, befestigt  und  mit  kleinen  Neutralrotkörnchen  bestäubt;  hierbei 
bleibt  Zirkulation  und  Funktion  des  Wimperepithels  erhalten.  Zu  den 
meisten  Untersuchungen  muß  man  jedoch  die  Organe  aus  ihrem  physio- 
logischen Zusammenhang  bringen.  Entweder  hat  man  nun  schon  im 
Leben  durch  Substanz  oder  Lösung  die  Färbung  hervorgebracht,  oder 
man  legt  die  Teile  nachträglich  in  Farblösung.  Da  letztere  Bilder 
im  allgemeinen  mit  ersteren  übereinstimmen,  ist  man  berechtigt,  diese 
supravitale  Färbung  als  eine  überlebende  Funktion  _ der  Zelle  an- 
zusehen. Das  Bild,  das  eine  derart  gefärbte  Zelle  bietet,  ist  völlig 
charakteristisch.  Der  Kern  ist  meist  ungefärbt  und  völlig  unsichtbar; 
man  sieht  seine  Lage  durch  das  Fehlen  der  Granula,  die  den  übrigen 
Zelleib  oft  in  dichter  Weise  durchsetzen.  An  abgestorbenen  Zellen 
verschwindet  die  Granulafärbung  und  macht  einer  diffusen  Kernfärbung 
Platz.  Vorbedingung  für  das  Gelingen  ist  die  peinlichste  Fernhaltung 
mechanischer,  chemischer  oder  physikalischer  Zellschädigungen.  Als 
Untersuchungsflüssigkeit  und  Lösungsmittel  verwendet  man  physio- 
logische Kochsalzlösung.  Ein  Objekt,  bei  dem  man  vitale  und  supra- 
vitale  Färbung  gut  vergleichen  kann,  ist  die  von  Arnold  empiohlene 
Froschcornea.  Entweder  bringt  man  Farbstoft  in  Substanz  in  den 
Kon junkti valsack  oder  man  legt  den  herausgenoinmenen  Bulbus  odei 
die  Cornea  in  die  Farbstoffkochsalzlösung.  . . , . 

Bei  liöheren  Tieren  steigern  sich  die  Schwierigkeiten  bei  der 
UntGrsucliung'.  Am  iGichtGstGii  geht  es  iiocli  mit  gut  isolieibaien 


Untersucliung  degenerativer  Verändeniugen. 
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Zellen  (Blut,  Knoclienmark),  die  man  in  Holundermark  mit  Farbstoft- 
zusatz  untersuchen  kann.  Von  den  übrigen  Organen  muß  man  kleine 
Scheren-  oder  ]\Iesserschnitte  anfertigen,  die  Farbflüssigkeit  soll  in 
flachen  Schalen  sein  und  der  Luft  Zutritt  gewährt  werden.  Auch 
Doppelniesserschnitte  geben  oft  gute  Resultate.  Die  Präparate  brauchen 
nicht  so  dünn  wie  für  die  sonstigen  Färbungen  zu  sein,  da  die  elektive 
Granulafärbung  auch  bei  dickeren  Schnitten  Untersuchung  mit  der 
Immersion  gestattet.  Von  menschlichem  Material  kann  nur  solches 
von  ganz  frischen  Sektionen  (2 — 3 Stunden  nach  dem  Tode),  am 
besten  aber  direkt  von  Operationen  Verwendung  finden.  Sehr  schöne 
Bilder  erhält  man  z.  B.  von  Strumen. 

Die  Fixierung  ist  leider  in  befriedigender  "Weise  bisher  noch 
nicht  gelungen.  Am  ehesten  kommt  man  noch  mit  den  Fixierungs- 
verfahren von  Bethe  (s.  unter  Nervensystem)  zum  Ziele.  Über  die 
Fixierung  des  Neutralrots  hat  neuerdings  Golovike  (Zeitschrift  für 
wissenschaftliche  Mikroskopie  1902,  S.  176)  Verfahren  veröffentlicht.^) 


Nenntes  Kapitel. 

Untersuchung  degenerativer  Veränderungen. 

A.  Die  Nekrose. 

Nekrotische  Herde  lassen  sich,  falls  sie  mit  bloßem  Auge  erkenn- 
bar lind  ihre  Bestandteile  isolierbar  sind,  oft  mit  Vorteil  frisch  unter- 
suchen; man  streicht  mit  dem  Messer  über  den  nekrotischen  Herd 
und  verteilt  die  an  der  Messerklinge  haftende  nekrotische  Masse  in 
"Wasser  oder  in  Kochsalzlösung,  oder  man  zerzupft  kleine  heraus- 
geschnittene Stückchen  in  denselben  Flüssigkeiten.  Es  ist  dieses  Ver- 
fahren z.  B.  anwendbar  bei  nekrotischen  Herden  in  Gehirn,  Leber, 
Herz,  Muskeln  und  Lunge. 

Nekrosen  einzelner  Zellen  oder  kleiner  Zellkomplexe  müssen  an 
Schnitten  untersucht  werden.  Es  eignet  sich  sowohl  Härtung  in 
Alkohol  oder  Formalin  wie  in  MüLEER’scher  Flüssigkeit.  Immer  ist 
es  ratsam,  die  Präparate  in  Celloidin  einzubetten,  weil  sonst  Teile 
des  nekrotischen  Herdes  leicht  ausfallen  können.  Zur  Färbung  dienen 
die  gebräuchlichen  Kernfärbemittel:  Hämatoxyliu,  Alaunkarmin,  Lithion- 
karmin.  Da  in  den  nekrotischen  Herden  die  Zellen  und  ihre  Kerne 
zugrunde  gegangen  sind,  so  werden  sie  durch  Kernfärbeinittel  nicht 
mehr  gefärbt  und  heben  sich  daher  von  ihrer  stärker  gefärbten  Um- 
gebung durch  ihre  blasse  Farbe  ab.  Es  kommt  aber  auch  manchmal 
in  den  nekrotischen  Herden  zu  einer  diffusen,  nicht  differenzierten 
Färbung.  Außerdem  bemerkt  man  oft  innerhalb  der  Nekrosen  un- 
regelmäßig gestaltete  und  ungleich  große  Körner,  die  den  Farbstoff 
ganz  intensiv  aufnehmen  und  zum  Teil  als  Reste  von  zerfallenen 
Kernen  aufzufassen  sind. 


•,  Literatur  s.  Fischel,  Artikel;  „Färbungen,  intruTitale“  in  Enzyklonädie  der 
mikroskopischen  Technik.  Berlin -Wien  1903. 
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Durch  Karmin  oder  Eosin  lassen  sich  nekrotische  Massen  diffus 
und  oft  intensiv  färben.  Zur  Untersclieidung  von  einer  einfachen  Ge- 
rinmiiig  resp.  k ibrmbildun|  dient  die  WEiGEirr’sche  Fibrinfärbung 
(s.  Kap.  XI  b.  86),  die  bei  Nekrosen  negativ  ausfällt. 

. Uber  die  Fettgewebsnekrose  s.  unter  fettiger  Degeneration. 


B.  Einfache  Atropliie  und  Piginentatrophie. 

Eeicht  isolieibaie  Gewebsbestandteile  können  an  Zerziipfungs- 
präparaten  untersucht  werden,  z.  B.  Nerven  und  Muskeln;  eventuell 
kann  man  sie,  um  die  Isolierung  der  Teile  zu  erleichtern,  24  Stunden 
lang  in  Vs  Alkohol  oder  eine  andere  Isolationsflüssigkeit  (s.  p.  6) 
bringen.  Durch  Zusatz  von  Essigsäure  wird  das  Bild  noch  deutlicher. 
Einen  besseren  Einblick  erhält  man  durch  Untersuchung  gefärbter 
Schnitte  von  gehärteten  Präparaten.  Zur  Färbung  empfiehlt  sich, 
wenn  es  sich  um  Pigmentatrophie  handelt,  Lithionkarmin  (s.  p.  47), 
weil  sich  gegen  dessen  Farbe  das  Pigment  besser  abhebt  als  gegen 
Hämatoxylin. 

C.  Trübe  Schwellnng. 

Die  Untersuchung  wird  am  besten  frisch  an  isolierten  Zellen  vor- 
genommen, welche  durch  Abschaben  mit  der  Messerklinge  oder  durch 
Zerzupfen  aus  ihrem  Zusammenhang  herausgelöst  und  in  AVasser 
verteilt  worden  sind.  Zum  Unterschiede  von  der  Verfettung  ver- 
schwinden die  bei  der  trüben  Schwellung  innerhalb  der  Zellen  sicht- 
baren Körner  bei  Essigsäurezusatz,.,  während  sie  anderseits  durch 
Fettlösungsmittel:  Alkohol  absolut.,  Äther,  Chloroform  usw.  nicht  an- 
gegriffen werden.  Sehr  brauchbar  sind  auch  Doppelmesserschnitte. 


D.  Fettige  Degeneration. 

Die  Untersuchung  wird  ebenfalls  am  besten  an  frischen  Präparaten 
vorgenommen,  entweder  an  isolierten  Zellen  oder  an  frischen  Schnitten. 
Die  Fettkörnchen,  welche  sich  innerhalb  der  Zellen  finden,  zeigen 
charakteristische  optische  und  chemische  Eigenschaften.  Ihr  starkes 
Lichtbrechungsvermögen  läßt  sie  in  durchfallendem  Lichte  mit  dunklem 
Rande  erscheinen,  während  sie  bei  auffallender  Beleuchtung  infolge 
starker  Lichtreflexion  einen  weißen  Schimmer  haben.  Gegenüber 
chemischen  Reagentien  verhalten  sie  sich  folgendermaßen: 

1)  Sie  verschwinden  auf  Essigsäurezusatz  nicht. 

2)  Sie  sind  resistent  gegen  dünne  Kali-  und  Natronlauge  (s.  p.  9). 

3)  Auf  Zusatz  von  1-proz.  Osmiumsäure  werden  sie  schwarz  ge- 
färbt. 

Auf  dieser  Schwarzfärbung  beruht  die  Anwendung  der  MARcm- 
schen  Methode  und  der  FLEMMiNö’schen  Flüssigkeit  zum  Nachweise 
des  Fettes.  Sie  ist  bedingt  durch  Reduktion  von  Osmiumtetraoxyd 
zu  metallischem  Osmium  und  kann  durch  Oxydationsmittel  (Kalium- 
permanganat, AVasserstoffsuperoxyd)  wieder  gebleicht  werden. 

Durch  die  Osmiumsäure  werden  olsäure  und  Olein  geschwärzt, 
nicht  aber  chemisch  reine  Palmitin-  und  Stearinsäure,  sowie  deren 
Glykoside.  Doch  erfahren  letztere  meist  bei  nachfolgender  Alkohol- 
behandlung eine  sekundäre  Osmierung. 

4)  Sie  lösen  sich  auf  Zusatz  von  Chloroform  und  Äther. 


Fettige  Degeneration. 
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’W'ill  niitn  diese  letztere  Reaktion  amvendeii,  so  muß  man  das 
Präparat  zuerst  dnrcli. absoluten  Alkohol  eutwässei'u,  dann  eine  Zeit- 
lang Chloroform  oder  ÄthejT  eimvirken  lassen,  diese  wiederum  dnrcli 
Alkohol  entfernen  und  schließlich  in  Kochsalzlösung  untersuchen. 

Zur  Härtung  ist  der  Alkohol  nicht  geignet,  weil  er  das  Fett  nach 
und  nach  auflöst.  Bei  Härtung  in  MüLLEa’scher  Flüssigkeit  bleiben 
die  Fetttröpfchen  zwar  erhalten,  sie  fließen  aber  teilweise  zu  größeren 
Tropfen  zusammen.  Dagegen  erhält  man  sehr  gute  Resultate  mit  der 
MAKCHi’schen  Härtungsmethode  (s.  unter  Nervensystem).  Diese  kann 
man  auch  noch  an  Präparaten  anwenden,  die  schon  lange  in  Müllek- 
scher  Flüssigkeit  gelegen  haben,  sowie  auch  an  Formalinpräparaten. 

Sehr  empfehlenswert  ist  ferner  die  Härtung  in 
FLE^mI^rG  ’ s c h e r Lösung  (s.  p.  55),  4 Tage  lang,  danach  sorg- 
fältiges, bis  24  Stunden  langes  Auswässern,  Nachhärtung  je  einen  Tag 
in  30-proz.,  60-proz.,  96-proz.  Alkohol  und  eventuell  Celloidineinbettung. 
A^'enn  die  Stücke  nicht  sehr  sorgfältig  ausgewaschen  werden,  so  bilden 
sich  schwarze  Niederschläge ; zur  Vermeidung  solcher  empfiehlt  außer- 
dem Flemmikg  noch,  die  Osmierung  in  einem  dunklen  Raume  vor- 
zunehmen. Man  kann  die  FLEMMiNG’sche  Lösung  nachträglich  auch 
noch  auf  Formalinpräparate  einwirken  lassen,  entweder  auf  ganze 
Stückchen  aus  Formalin,  oder  auf  Schnitte,  die  man  mit  dem  Gefrier- 
mikrotom von  Formalinpräparaten  hergestellt  hat.  Die  Präparate 
werden  auf  dem  Gefriermikrotom  oder  einem  anderen  Mikrotom  ge- 
schnitten und  können  mit  Saffranin  (s.  p.  55)  gefärbt  werden.  Manch- 
mal ist  nebenbei  zum  Vergleich  eine  einfache  Färbung  mit  Eosin  von 
Nutzen. 

Nach  der  Färbung  kurzes  Entwässern  in  absolutem  Alkohol,  Auf- 
hellen in.  Öl  und  Einschluß  in  Kanadabalsam.  Das  zur  Aufhellung 
benutzte  Öl  muß  aus  den  Schnitten  sehr  sorgfältig  entfernt  werden. 
Terpentinöl  ist  möglichst  zu  vermeiden,  auch  längeres  Verweilen  in 
Xylol  (z.  B.  bei  der  Paraffineinbettung),  da  beide  Stoffe,  ebenso  wie 
Äther  und  Kreosot,  das  osmierte  Fett  lösen.  Dasselbe  wird  nicht  ge- 
löst in  Alkohol,  Chloroform  und  Nelkenöl.  Zum  Einschluß  wählt  man 
harten,  über  der  Flamme  flüssig  gemachten  Kanadabalsam,  der  schnell 
wieder  erhärtet.  In  dem  gewöhnlichen,  dünnflüssigen  Xylolkanada- 
balsam diffundieren  die  Fetttröpfchen  manchmal  zum  Teil;  aber  auch 
bei  Anwendung  aller  Vorsichtsmaßregeln  kommt  es  vor,  daß  Marchi- 
oder  FLEMMiEG-Präparate  die  Schwarzfärbung  verlieren,  oder  daß  die 
feinsten  Fetttröpfchen  zu  großen  Kugeln  konfluieren,  nachdem  der 
Kanadabalsam  längst  vollständig  erstarrt  ist. 

Bei  allen  Präparaten,  bei  denen  zur  Fixierung  und  Schwarzfärbung 
des  Fettes  stärkere  Osmiumsäurelösungen  angewandt  sind,  müssen  die 
Stücke,  naclideni  man  sie  aus  der  Osmiumsäiire  lierausgenommen  hat 
und  bevor  man  sie  in  Alkohol  überträgt,  sehr  gründlich  ausgewaschen 
werden.  Im  anderen  Falle  zieht,  wie  das  namentlich  Heidenhain 
ervorgehoben  hat,  der  Alkohol  aus  dem  Gewebe  überschüssio'e 
Usmiumsäui’e  und  wahrscheinlich  auch  reduzierende  Substanzen  aus, 
^ daß  die  Flüssigkeit  mehr  oder  weniger  schwarz  erscheint,  weil  sich 
Usmiumsaure  in  feinsten  Partikelchen  ausscheidet.  Was  aber  im 
Alkohol  außerhalb  des  Präparates  und  um  dasselbe  geschieht,  das 
Kann  sich,  wie  Heideniiain  betont,  auch  in  demjenigen  Teil  des 
ereignen,  der  das  Präparat  durchtränkt.  Das  schwarze  Metall 
bildet  dann  einen  Beschlag  auf  den  Geweben  auch  da,  wo  von  einem 
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aber  vermieden,  wenn  man  die  überschüssige  Osmiumsäure  durch 
Auswasclien  in  reichlichen  Mengen  von  A\'asser  vor  dem  Einlegen  in 
Alkohol  entfernt.  ° 

5)  Sudan  und  Scliarlachfärbuiig. 

In  neueiei  Zeit  hat  die  Pechnik  der  Fettfärbung  eine  wesentliche 
Bereicherung  erfahren  durch  die  Anwendung  von  Anilinfarben.  Unter 
diesen  sind  die  folgenden  beiden  durch  ihre  intensive  Rotfärbung 
am  meisten  in  Gebrauch. 

1)  Sudan  III  ( Benzol- Azobenzolazo-/?-Naphthol)  und 

2)  Scharlach  R oder  Fettponceau  (Toluol-Azotoluolazo-/9-Napthol), 
Die  Färbung  beruht  darauf,  daß  Fett  ein  ungleich  besseres  Lösungs- 
mittel für  diese  Farbstoffe  ist,  als  Alkohol  und  die  Fetttröpfchen 
daher  sich  aus  der  alkoholischen  Lösung  mit  Farbstoff  beladen.  Schon 
aus  der  Natur  dieser  Färbung  als  eines  einfachen  Lösungsvorganges 
folgt,  daß  das  gefärbte  Fett  seine  Empfindlichkeit  gegen  Alkohol  usw. 
beibehält.  Mau  muß  daher  vor  und  nach  der  Färbung  den  Kontakt 
mit  stärkerem  Alkohol  vermeiden,  so  daß  die  gebräuchlichen  Ein- 
bettungsmethoden  versagen  und  wir  die  Färbung  an  frischem  Material 
oder  an  Gefrierschnitten  nach  Formol,  Formol- Müller,  oder  Müllee- 
härtung  vornehmen  müssen. 

Auch  die  Farblösung  darf  nicht  zu  konzentrierten  Alkohol  ent- 
halten; bei  mehr  als  80  °/o  muß  das  Verweilen  der  Schnitte  schon 
beaufsichtigt  werden  und  wir  laufen  Gefahr,  kleine  Fettmengen  zu 
verlieren.  Anderseits  soll  die  Lösung  für  ihren  Prozentgehalt  an 
Alkohol  möglichst  gesättigt  sein.  Da  schon  geringe  Verschiebung  der 
Konzentration  eine  Ausfällung  des  kristallischen  Farbstoffs  bewirken, 
müssen  die  Lösungen  gut  filtriert  sein,  in  geschlossenen  Schalen  ver- 
wendet werden,  und  die  Schnitte  vor  dem  Hereinlegen  und  nach  dem 
Herausnehmen  50-proz.  Alkohol  passieren,  in  dem  man  sie  ordentlich 
herum  schwenken  muß.  Stärker  alkoholische  Lösungen  färben  schneller; 
für  konzentrierte  Lösungen  in  76— 80-proz.  Alkohol  genügen  etwa 
30 — 10  Minuten.  Kerufärbung  mit  Hämatoxylin  kann  man  als  A%’- 
und  Nachfärbung  anwenden;  Nachfärbung  hat  den  Vorteil,  daß  man 
das  Fortschreiten  der  Fettfärbuug  bequemer  unter  dem  Mikroskop 
kontrollieren  kann.  Auch  Differenzieren  ist  möglich,  nur  vermeidet 
man  auch  hier  am  besten  stärkeren  als  50-proz.  Alkohol.  Aus  dem 
50-proz.  Alkohol  nach  der  Färbung  kommen  die  Schnitte  in  destilliertes 
AA'asser,  werden  von  hier  am  bequemsten  direkt  mit  dem  Objektträger 
aufgefangen,  abgetrocknet  und  in  Glyzerin,  Lävulose  oder  Glyzerin- 
gelatine (s.  p.  42)  eingeschlosseu. 

Der  Gang  der  Färbung  ist  etwa  folgender: 

1)  Gefrierschnitte  für  2 — 3 Minuten  in  50-proz.  Alkohol. 

2)  In  70— 80-proz.  alkoholische  konzentrierte  Sudan-  oder  Scharlach- 
lösung. 10—30  Minuten. 

3)  Ordentliches  Abspülen  in  50-proz.  Alkohol. 

4)  Destilliertes  AAAsser;  ev.  mikroskopische  Kontrolle  oder  Ein- 
schluß ohne  Gegenfärbung  oder 

5)  Hämatoxylinfärbung. 

6)  Destilliertes  W'asser  — Auffangen  mit  dem  Objektträger,  Ab- 
trocknen — Einschluß  in  Glyzerin  oder  Lävulose. 

Deckglastrockenpräparate  fixiert  man  in  Formol  oder  in  Formol- 
dämpfen  und  kann  dann  Sudan-  oder  Scharlachfärbung  anwenden. 


Schleimige  Entartung. 
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Zur  Erhühuiig:  der  Färbekraft  dient  nach  Herxheiwer  Zusatz  A’^on 
Natronlauge.  In  folgender  Lösung:  Alkohol  absol.  70,0,  Aqu.  dest.  10,0, 
10-proz.  Natronlauge  20, Q Fettsponceau  bis  zur  Sättigung,  soll  man 
mit  2—3  Minuten  Färbung  ausreichen.  Analogen  Zusatz  empfiehlt 
LimARSCu  für  Sudan. 

Blaufärbung  des  Fettes  erreicht  man  nach  Herxheimeb  mit  einer 
konzentrierten  Lösung  von  Indophenol  in  70-proz.  Alkohol.  Vor- 
färbung mit  Alaunkarmin;  im  übrigen  ist  die  Methode  dieselbe. 

FettgeAvebsiiekrose  des  Pankreas  und  des  umgeben- 
den Fettgewebes.  Eine  sehr  schöne  und  einfache  Eeaktion  hat 
Bexda  angegeben.  Die  Ivrystalle  der  freien  Fettsäuren  (büschel- 
förmige Nadeln)  und  des  fettsauren  Kalkes  lassen  sich  in  intensiv 
blaugrüne  fettsaure  Kupferverbindungen  überführen.  Man  härtet  die 
Organstücke  2-  4 Tage  in  der  WEiGERpschen  Kupferchromalaunessig- 
säurebeize (s.  unter  Neurogliafärbungen)  mit  10-proz.  Formolzusatz, 
fertigt  Gefrierschnitte  an  und  färbt  in  Sudanlösung  ev.  mit  Häma- 
tox3’linkernfärbung. 


E.  Schleimige  Entartung. 

Schleimig  entartete  Gewebe  werden  am  besten  frisch  untersucht. 
Da  nicht  nur  Essigsäure,  sondern  auch  Alkohol  Gerinnung  bewirkt, 
so  ist  zur  Härtung  MüLLER’sche  Flüssigkeit  zu  wählen.  Vielfach  gibt 
auch  Formalin  sehr  gute  Resultate,  namentlich  zur  Fixierung  des 
Schleims  in  den  Schleimzellen. 

Zum  Nachweis  des  Muzins  empfiehlt  Hoyer  Härtung  resp. 
Fixierung  in  Sublimat  ohne  nachherige  Jodbehandlung  und  Paraffin- 
einbettung; doch  läßt  sich  die  Färbung  auch  an  Celloidinpräparaten 
erzielen. 

Das  Muzin  färbt  sich  gut  mit  allen  basischen  Anilinfarben,  ganz 
besonders  mit  Methylenblau  (in  wässeriger  Lösung). 

Die  Metachromasie,  die  der  Schleim  mit  gewissen  Anilin- 
farben gibt,  wird  ebenfalls  häufig  zur  Darstellung  benutzt.  Mit 
Thionin  und  Toluidinblau  (2  Tropfen  einer  gesättigten  wässerigen 
Lösung  auf  5 ccm  Wasser)  erhält  man  eine  Doppelfärbung,  indem  das 
Muzin  blaurot  bis  roWiolett,  die  übrigen  Bestandteile  des  GeAvebes 
aber  blau  werden.  Man  kann  in  Kanadabalsam  einschließen;  meist 
ist  aber  die  Metachromasie  viel  deutlicher  bei  Untersuchung  in  Wasser 
oder  ganz  dünner  Thioninlösung. 

Amyloid,  'Knorpelgrundsubstanz,  Mastzellengranula  und  Gehirn- 
sand zeigen  ähnliche  Färbung. 

P.  Mayer  hat  2 Schleimfärbungen  angegeben: 

1)  Muchämatein.  Färbung  10  Minuten.  Auswaschen  in  Wasser, 

Hämatein  0,2  verrieben  mit 

Glyzerin,  einige  Tropfen  und  Chloraiuminium  0.1. 

Glyzerin  40,0. 

Wasser  60,0. 

2)  Muzikarmin 

Karmin  1,0,  Chloraluminium  0,5  und  destilliertes  Wasser  2,0  Averden 
über  einer  kleinen  Flamme  etwa  2 Minuten  lang  erhitzt,  bis  das  Ge- 
misch ganz  dunkel  geworden  ist,  dann  setzt  man  nach  und  nach 
100  ccm  Alkohol  von  50  "/o  hinzu  und  filtriert  24  Stunden  später. 
Diese  Stammlösung  ist  haltbar  und  Avird  zum  Gebrauch  mit  A\'asser 

V.  Kahlden,  Technik  der  histoloßisclien  Unter.suchuiig.  7.  Aud.  5 
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auf  verdünnt.  Färbt  die  Lösung  auch  die  Kerne,  so  ist  sie  zu 
sauer;  dann  muß  man  zur  Verdünnung  gewöhnliches  Wasser  nehmen 
oder  eine  Spur  Natriumkarbonat  zusetzen.  Färbung  10  Minuten, 
Wasser,  Einschluß  in  Balsam  ev.  Vorfärbung  der  Kerne  mit  Hämalaun. 

Eine  gute  Färbung  des  Muzins  und  der  sternförmigen  Zellen  des 
Schleimgewebes  erhält  man  auch  mit  der  van  GiEsoN’schen  Methode 
(p.  53).  Auch  Doppelfärbung  mit  Hämatoxylin  und  Eosin  geben  oft 
gute  Resultate.  Diese  beiden  letzteren  Methoden  reichen  für  patho- 
logisch-anatomische Zwecke,  namentlich  bei  Präparaten,  die  in  For- 
malin gehärtet  sind,  meist  vollkommen  aus. 

F.  Kolloideiitartuiig. 

Gewebe  mit  teilweiser  kolloider  Entartung  können  in  Alkohol, 
Formalin  oder  MüLLER’scher  Flüssigkeit  gehärtet  werden.  Zur  Färbung 
eignet  sich  sowohl  Hämatoxylin  wie  namentlich  Doppelfärbung  mit 
Hämatoxylin  und  Eosin. 

Durch  die  van  GiEsoN’sche  Färbung  (s.  p.  53)  wird  das  Kolloid 
gelbrot,  oft  auch  leuchtend  rot  gefärbt,  so  daß  es  in  Schnitten  sich 
auf  das  deutlichste  von  den  übrigen  Gewebsbestandteilen  abhebt. 

Die  Farbenreaktion  allein  genügt  aber  nicht  zur  Unterscheidung 
von  Hyalin,  da  Kolloid  manchmal  ebenso  leuchtend  rot  gefärbt  wird 
Avie  Hyalin. 

G.  Hyaliue  Degeneration. 

Zur  Untersuchung  derselben  bedient  man  sich  der  Doppelfärbung 
mit  Hämatoxylin  und  Eosin.  Aber  auch  bei  einfach  gefärbten  Schnitten 
tritt  schon  die  homogene,  glasige  Beschaffenheit  des  hyalin  entarteten 
Bindegewebes  meist  hinreichend  deutlich  hervor. 

Vorzüglich  eignet  sich  zum  Nachweis  des  Hyalins  die  van  Gieson- 
sche  Methode  (s.  p.  53),  welche  demselben  eine  leuchtend  rote  Farbe 
verleiht. 


H.  Amyloideutartnng. 

Amyloid  entartete  Gewebe  können  an  frischen  Schnitten,  die  sich 
wegen  der  festen  Konsistenz  leicht  anfertigen  lassen,  oder  nach  vor- 
hergegangener Härtung  in  Alkohol,  Formalin  oder  MÜLLEn’scher 
Flüssigkeit  untersucht  werden. 

Zur  Erkennung  der  amyloiden  Degeneration  dienen  die  nach- 
folgenden Reaktionen: 

a)  J odreaktion. 

Man  bringt  die  Schnitte  in  eine  kognakbraune  Jodlösung,  die  man 
sich  durch  Verdünnen  der  gewöhnlichen  LuGoUschen  Lösung  (s.  p.  9) 
mit  destilliertem  Wasser  herstellt.  Nach  3 Minuten  wäscht  man  ln 
Wasser  aus  und  untersucht  in  Glyzerin.  Die  amyloid  degenerierten 
Partien  erscheinen  dann  braunrot,  während  das  übrige  GeiA'^ebe  eine 

hellgelbe  Farbe  angenommen  hat. 

Die  braunrote  Farbe  wird  noch  glänzender,  wenn  man  zu  dei 
Jodlösung  25-proz.  Glyzerin  zusetzt.  Die  Farbenreaktion  ist  vergäng- 
lich Schnitte  aber  können  als  Dauerpräparate  aufgehoben  werden, 
wenn  man  das  von  Langhans  für  Glykogenpräparate  empfohlene  V er- 
fahren (s.  p.  69)  anwendet. 


Ainyloidentartung'. 
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b)  Jod  Schwefel  Säurereaktion. 

Legt  man  einen  in  der  eben  angegebenen  Weise  mit  Jod  be- 
handelten Schnitt  in  1-proz.  Schwefelsäure,  so  wird  die  braune  Farbe 
der  amyloid  degenerierten  Teile  entweder  eine  gesättigtere,  oder  sie 
geht  in  eine  violette,  blaue  bis  grüne  Färbung  über.  Manchmal  treten 
einzelne  dieser  Farbennuancen  schon  bei  bloßer  Jodbehandlung  auf. 

Reaktionen  mit  Jod,  die  der  Amyloidreaktion  ähnlich  sind,  geben 

1)  Die  Corpora  amylacea,  die  sich  hauptsächlich  in  der 
Prostata  und  im  Zentralnervensystem  finden.  Sie  färben  sich 
mit  Jodjodkalilösung  braun,  während  das  übrige  Gewebe 
gelb  bleibt. 

2)  Amylumkörner  färben  sich  mit  sehr  verdünnter 
LuGOL’scher  Jodlösung  (1  : 4 — 5)  blau. 

3)  Cellulose  in  Pfianzenteilen  färbt  sich  in  einfacher  Jod- 
lösung gelb.  Läßt  man  nun  aber  nach  kurzem  Abspülen  in 
AVasser  vom  Rande  des  Deckgläschens  her  reine  Schwefel- 
säure zufließen,  so  färbt  sich  Cellulose  da,  wo  die  Schwefel- 
säure frisch  zur  Einwirkung  kommt,  kornblumenblau. 

c)  Methylviolettreaktion. 

1)  Färben  in  einer  1-proz.  Methylviolettlösung,  3 — 5 Minuten. 

2)  Auswaschen  in  destilliertem  Wasser,  dem  1-proz.  Salzsäure 
zugesetzt  ist  oder  in  1 — 2-proz.  Essigsäure. 

3)  Gründliches  Auswaschen  in  destilliertem  AVasser. 

4)  Untersuchung  in  Glyzerin. 

Die  Amyloidsubstanz  ist  purpurrot,  das  übrige  Gewebe  blau  ge- 
färbt. Die  Färbung  hält  sich  in  Glyzerin  eine  Zeit  lang,  so  daß  man 
die  Schnitte  nach  Umrandung  mit  AA^achs  und  Überziehen  mit  Masken- 
lack auch  als  Dauerpräparate  auflieben  kann.  Eine  fast  gleiche  Re- 
aktion gibt  Gentianaviolett.  Auch  mit  der  sog.  Leonhardi’schen 
Tinte,  die  Methylviolett  enthält,  kann  man  die  Reaktion  erzielen. 

Entwässerung  der  Schnitte  in  Alkohol  und  Einlegen  in  Kanada- 
balsam ist  unzulässig.  Dagegen  hält  sich  die  Farbe  verhältnismäßig 
lange,  wenn  man  in  einer  gesättigten  Lösung  von  Kali  aceticum  (p.  42) 
konserviert.  Ebenso  ist  zur  Einbettung  Lävulose  (AVeigert)  oder 
statt  derselben  auch  der  billigere  Zuckersirup  empfohlen  worden. 

Einbettung  der  amyloid  degenerierten  Organe  in  Celloidin  ist 
wegen  der  festen  Konsistenz  nicht  nötig,  aber  auch  nicht  zu  emp- 
fehlen, weil  die  Reaktion  an  Celloidinschnitten  viel  undeutlicher  ist. 

Die  Methylviolettreaktion  ist  nicht  absolut  sicher,  da  sich  unter 
Umständen  auch  andere  Dinge,  z.  B.  Schleim  oder  jugendlicher 
Knorpel  ähnlich  rot  färben,  wie  Amyloid. 

d)  Methylgrün. 

AA^'endet  man  Methylpün  in  derselben  AVeise  an  wie  Methyl  violett 
sub  c,  so  färben  sich  die  amyloiden  Partien  violett,  das  übrige  Ge- 
webe, namentlich  die  Kerne,  grün. 

e)  Jodgrün. 

1)  24  Stunden  langes  Färben  frischer  oder  gehärteter  Schnitte 
in  einer  Lösung  von  Jodgrün  0,5 

Aqu.  dest.  150. 

2)  Einfaches  Auswaschen  in  AVasser. 
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Amyloideutartung. 


Die  amyloiden  Massen  werden  rotviolett 
bleiben  grün.  Stilling  rüliint  dieser  Eeaktion 
violett  eine  größere  Siclierlieit  nach. 


, die  übrigen  Gewebe 
gegenüber  dem  Methyl- 


f ) 1 li  i 0 n i n f ä r b n 11  g von  K.\ntüruwicz. 

prbp  5 Miimten  lang  in  konz.  wässeriger  Thioninlösung,  Aus- 
waschen  in  destilliertem  W asser,  Übertragung  auf  den  Objektträger, 
Abtrocknen  mit  Fließpapier,  Entwässern  und  Aulhellen  in  AnUinöl- 
Xylol,  Xylol  Einbettung  in  Damarlack.  Amyloid  ist  hellblau;  das 
übrige  Gewebe  mehr  violett. 


g)  T ol u i di nb  1 au fär billig  von  Hahris. 

• Alkohol  gehärteten  Präparate  3—24  Stunden  lang 

111  Kri  Dol-ToliiidiDblciiilösiiiig’,  — Abspülßii  in  AVcisscr,  — B6izu.iig‘j 
1—2  Stunden  lang,  in  gesättigter  Lösung  von  gelbem  oder  rotem’ 
Blntlaiigensalz  oder  Animoninmmolybdat.  — Abwaschen.  — Kanada- 
balsain.  Amyloid  rot,  übriges  Gewebe  in  verschiedenen  Nnancen  blau. 

h)  Polychromes  Methylenblau. 

Die  Färbung  hat  den  Vorteil,  daß  die  Metachroniasie  sich  auch 
in  Kanadabalsam  erhält. 

1)  Färbung  10—15  Minuten. 

2)  Abspülen  in  Wasser. 

3)  Eintauchen  in  ^/.2-proz.  Essigsäure  10 — 20  Sekunden. 

4)  Einbringen  in  konzentrierte,  zur  Hälfte  mit  Wasser  ver- 
dünnte Alannlösung  2—5  Minuten. 

5)  Abspülen  in  Alkohol  absolutus  V2  Minute  — Xylol-Balsam. 

i)  Methode  von  Birch-Hirschfeld. 

1)  Färben  in  einer  2-proz.  spirituösen  Bismarckbraunlösung 
(s.  p.  49),  5 Minuten  lang. 

2)  Abspülen  in  absolutem  Alkohol. 

3)  Auswaschen  in  destilliertem  W^asser,  10  Minuten  lang. 

4)  Färben  in  2-proz.  Gentianaviolettlösung,  5 — 10  Minnten. 

5)  Auswaschen  in  angesäuertem  W^asser:  10  Tropfen  Essig- 
säure auf  ein  Uhrschälchen  mit  "Wasser. 

6)  Einschluß  in  Lävnlose. 

Diese  Methode  gewährt  eine  sehr  scharfe  Abgrenzung  der  amyloid 
degenerierten  Partien  gegenüber  dem  anderen  Gewebe,  dessen  Kerne 
braun  gefärbt  sind. 

k)  Doppelfärbung  mit  Hämatoxylin  und  Eosin. 

Diese  ist  zu  empfehlen,  wenn  man  das  Verhalten  der  amyloiden 
.Substanz  zu  den  einzelnen  Gewebsbestandteilen  untersuchen  will. 
Man  erhält  sehr  klare  Bildei',  an  denen  man  sich  oft  besser  orientieren 
kann  als  an  den  einer  spezifischen  Amyloidreaktion  unterworfenen 
Schnitten.  Die  amyloide  Substanz  färbt  sich  rosa,  die  Kerne  der 
atrophischen  Zellen  sind  auch  in  unmittelbarer  Nähe  der  Amyloid- 
schollen gut  zu  erkennen,  während  sie  bei  den  Amyloidreaktionen 
hier  oft  verdeckt  werden. 


Glykogen. 
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1)  vxs  GiEsoN’sclie  Färbung 

ist  ganz  besonders  geeignet,  um  die  Bezieliungen  der  Amyloidsub- 
stanz, Avelclie  rosa  bis  braunrot  gefärbt  wird,  zu  den  übrigen  Ge- 
weben darzustellen. 


I.  Glykogen. 

Das  Glykogen  verschiedener  Gewebe  zeigt  ganz  verschiedene 
Löslichkeit.  Um  sicher  alles  Glykogen  zu  konservieren,  muß  man 
kleine  Organteile  z.  B.  Nieren  von  Diabetikern,  Geschwülste,  Entzün- 
dungsprozesse in  absolutem  Alkohol  fixieren.  Da  sich  in  manchen 
Organen  das  Glj'kogen  sehr  rasch  nach  dem  Tode  zersetzt,  ist  es  von 
großer  Wichtigkeit,  das  Gewebe  möglichst  lebensfrisch  in  Alkohol  zu 
bringen.  Übrigens  ist  nach  Best  bei  intakter  Zellmembran  die  Dif- 
fusion des  Glykogens  nicht  sehr  stark,  so  daß  man  mit  Vorsicht  auch 
kurzdauernde  Fixierung  in  wässerigen  Flüssigkeiten  anwenden  kann. 
Best  hat  auch  gezeigt,  daß  durch  Celloidineiubettung  Gü^kogen  un- 
löslicher wird,  so  daß  man  an  Celloidinschnitten  auch  wässerige  Farb- 
stofi’lösuugen  auwenden  kann.  Dagegen  wird  alles  Glykogen,  ob  ge- 
färbt oder  nicht,  auch  nach  der  Einbettung  durch  Speichel  schließlich 
gelöst  und  wir  besitzen  hierin  ein  wertvolles  Mittel,  um  bei  nicht  ganz 
sicherer  Färbung  eine  Entscheidung  herbeiführen  zu  können. 

1)  Jodreaktion. 

Charakteristisch  ist  für  Glykogen  ferner  die  Braunfärbung 
mit  Jod. 

Deckglastrockenpräparate  z.  B.  Blut  läßt  man  nach  Ehrlich  in 
einem  verschlossenen,  Jodkristalle  enthaltenden  Gefäß  so  lange,  bis  sie 
eine  dunkelbraune  Färbung  angenommen  haben  und  bringt  sie  dann 
sofort  auf  einen  Objektträger  mit  einem  Lävulosetropfen. 

Schnitte  untersucht  man  nach  Ehrlich,  ohne  sie  in  Berührung 
mit  Wasser  zu  bringen,  in  einer  dünnen  Jodjodkalilösung,  die  mit 
so  viel  Gummi  arabicum  versetzt  ist,  daß  sie  eine  zäh  syrupöse  Flüssig- 
keit bildet. 

Ebenso  kann  man  die  Schnitte  in  Glyzerin  untersuchen,  dem  die 
Hälfte  seines  Volumens  LucoL’sche  Lösung  beigemischt  ist.  Diese 
Untersuchungsmethode  hat  den  Vorteil,  daß  die  Schnitte  zugleich 
stark  aufgehellt  werden;  doch  sind  die  Präparate  weniger  haltbar. 

Nach  Langhans  eignet  sich  zur  Aufhellung  und  zur  Konser- 
vierung Origanumöl  ganz  besonders  gut.  Man  darf  aber  die  vor 
dem  Einlegen  in  Origanumöl  nötige  Entwässerung  der  Schnitte  nicht 
in  reinem  absolutem  Alkohol  vornehmen,  der  das  Jod  sofort  aus- 
zieht, sondern  in_  einer  Mischung  von  4 Teilen  absoluten  Alkohols 
und  1 feil  offizineller  Jodtinktur.  Das  Verfahren  ist  demnach 
folgendes : 

1)  Härtung,  möglichst  frisch  in  absolutem  Alkohol.  Celloidin- 
schnitte. 

2)  Färben  in  LuGOL’scher  Lösung. 

3)  Entwässern  in  einer  Mischung  von  Jodtinktur  1 Teil.  Alkohol 
absolut.  4 Teile. 

4)  Aufliellen  und  Konservieren  in  Origanumöl. 
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Glykogen.  Imprägnation  mit  Kalksalzen. 


Man  kann  auch  Kernfärbung  mit  Hämatoxylin  oder  alkoholischem 
Karmin  vorhergehen  lassen. 

Lubarsch  gibt  an,  daß  sich  Gl3'kogen  auch  nach  der  AVEiOERT’schen  Fihrin- 
färbungsmethode  gut  darstellen  läßt,  man  darf  aber  die  Jodlosung  nur  ganz  kurze 
Zeit  eiuwirken  lassen.  Lubarsch  empfiehlt  hierfür  Paraffineinbettung. 

2)  Karminfärbung  nach  Best. 

Neuerdings  hat  Best  Glykogenfärbungen  ausgearbeitet,  deren 
jüngste  Modifikation  (Ziegler’s  Beiträge  Band  XXXIII,  p.  587)  derart 
sichere  und  schöne,  zudem  noch  haltbare  Präparate  ergibt,  daß  außer 
den  Jodmetho'den  wohl  alle  anderen  überfiüssig  sind.  Auch  hier  Alkohol- 
härtung und  Celloidineinbettuug. 

Man  stellt  sich  folgende  Karminlösung  her: 

Karmin  1,0 
Ammon,  chlorati  2,0 
Lithion  carbon.  0,5 
Aqu.  dest.  50,0. 

Das  Gemisch  wird  einmal  aufgekocht,  nach  dem  Erkalten  wird 
liqu.  ammonii  caustici  20,0  zugesetzt.  Im  Dunkeln  aufbewahrt,  ist 
die  Lösung  vom  2.  bis  3.  Tage  ab  brauchbar  und  einige  Wochen  (im 
Sommer  kürzer)  haltbar.  Filtriert  wird  sie  nur  direkt  vor  dem  Ge- 
brauch. Die  Färbung  gestaltet  sich  dann  folgendermaßen: 

1)  Vorfärben  mit  Hämatoxylin;  ev.  Differenzieren  in  Salzsäure- 
Alkohol  ist  möglich  (Vorfärbung  ist  unbedingt  nötig!) 

2)  Wasser. 

3)  ®/4 — 1 Stunde  Färben  in  einer  frisch  hergestellten  Mischung 
von  obiger  Karminlösung  2 Teile,  Liquor  Ammonii  caustici 
3 Teile,  Methylalkohol  6 Teile.  Diese  Mischung  (nicht  fil- 
trieren!) ist  immer  frisch  herzustellen  und  sofort  zu  be- 
nutzen. Man  soll  nur  wenige  Schnitte  auf  einmal  darin 
färben. 

4)  Entfärben  in  mehrfach  erneuerter  Mischung  von  2 Teilen 
Methylalkohol,  4 Alkohol  absolutus,  5 Teilen  Wasser  — einige 
Minuten. 

5)  Alkohol  80-proz.  Alkohol  absol.  — 01  — Balsam. 

Die  Kerne  sind  blau,  das  Glykogen  intensiv  und  leuchtend  rot 
gefärbt.  Sehr  derbes  Bindegewebe  nimmt  manchma,!  auch  einen  roten 
Ton  an,  der  jedoch  nie  so  intensiv  ist.  Im  Zweifelfalle  Vergleich 
mit  Jodpräparaten  oder  Prüfung  mit  Speichel,  der  auch  das  gefärbte 
Glykogen  zum  Schwinden  bringt.  Keines  Glykogen  gibt  die  Färbung 
nicht;  wahrscheinlich  beruht  sie  auf  der  Anwesenheit  des  Glykogen- 
trägers. 


K.  Imprägnation  mit  Kalksalzen. 

Die  Ablagerung  von  Kalksalzen  verrät  sich  durch  glänzende 
Körner,  welche  im  durchfallenden  Lichte  dunkel,  in  auBallendem 
weißglänzend  erscheinen.  Durch  Zusatz  von  Säuren,  z.  B.  o-proz. 
Salzsäure,  die  man  dem  Schnitt  vom  Rande  des  Deckglases  her  zu- 
fließen läßt,  wird  der  Kalk  aufgelöst,  so  daß  die  vorher  undurch- 
sichtigen Partien  durchsichtig  werden.  Dabei  löst  sich  der  kolilen- 
saure  Kalk  unter  Bildung  von  Gasbläschen,  der  _ phosphorsaure  ohne 
solche.  Bei  Schwefelsäurezusatz  bilden  sich  die  zierlichen  Gipsnadelii. 


Iinpriignatiou  mit  Kalksalzen.  Piginentbildung. 
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Der  Kalk  hat  die  Eigenscliaft  sicli  aiicli  schon  in  ganz  kleinen 
]\Iengen  mit  Hämatoxjdin  charakteristisch  dunkelblau,  manchmal  etwas 
rötlichblau  zu  färben,  so  dg.ß  die  Hämatoxylinalaunfärbung  als  Reagens 
auf  Spuren  von  Kalk  gelten  kann. 

Auch  der  mikrochemische  Kalknachweis  hat  in  den  letzten  Jahren 
durch  VON  Kossa  eine  wesentliche  Bereicherung  erfahren.  Es  färbt 
sich  nämlich  das  Calciumphos])hat  mit  Hüllensteinlösung  durch  Bildung 
von  phosphorsaurem  Silber  gelb.  Im  Lichte  tritt  bald  durch  Reduktion 
eine  Schwarzfärbung  ein.  Hiermit  gelingt  es,  die  feinsten  Kalk- 
ablagerungen nachzuweisen.  Ein  Nachdunkeln  der  Schnitte  kann 
durcli  Behandlung  mit  unterschwefligsaurem  Natron  vermieden  Averden. 
Die  Färbung  gestaltet  sich  dann  folgendermaßen: 

1)  Vorfärbung  in  Alaunkarmin  (oder  Nachfärben  in  Saffranin). 

2)  1 — 5-proz.  Lösung  von  Argentum  nitricum  in  hellem  Tages- 
lichte 30—60  Minuten. 

3)  Auswaschen  in  destilliertem  Wasser,  ev.  Entfernen  des  über- 
schüssigen Silbersalzes  durcli  Eintauchen  der  Schnitte  in  eine 
5-proz.  Lösung  von  unterschwefligsaurem  Natron. 

4)  Entwässerung  — Öl  — Balsam. 

Nicht  so  schöne  Bilder  gibt  die  andere  mikrochemische  Keaktion  von  v.  Kossa.  1 g 
acidnm  pyrogallicum  wird  in  40  g Wasser  gelöst,  der  Lösung  wird  0,5  g Natrium- 
hydroxyd in  Substanz  hiuzugefügt,  worauf  die  Lösung  braun  wird.  Die  Schnitte 
kommen  5 Minuten  in  die  Lösung,  dann  gründliches  Auswaschen  in  Wasser.  Kalk 
braun,  nach  mehreren  Tagen  schwarzbraun. 


L.  Pigmentbildimg. 


In  hämorrhagischen  Herden  befindet  sich  einmal  Hämatoidin, 
sowohl  amorph  Avie  in  Form  von  rhombischen  Täfelchen.  Dasselbe 
ist  an  seiner  orangegelben  oder  mehr  roten  Farbe  leicht  zu  erkennen. 
Daneben  kommen  aber  amorphe  gelbe  bis  schwarzbraune  Schollen  vor, 
die  man  ihres  Eisengehaltes  wegen  unter  dem  Namen  „Hämoside- 
rine“  zusammenfaßt. 

Die  Hämosiderine  resp.  ihr  Eisengehalt  Averden  nach- 
gewiesen: 

a)  durch  Ferrocyankaliumlösung  und  Salzsäure,  in- 
dem _ durch  das  Ferrocyankalium  aus  den  Eisenoxydsalzen 
Berliner  Blau  (Eisenoxydsalz  der  Ferrocyanwasserstoffsäure) 
gebildet  Avird. 


^I^B  bringt  die  Schnitte  der  in  Alkolol  oder  Formalin  gehärteten 
Präparate  für  einige  Minuten  in  eine  2-proz.  wässerige  Ferrocyan- 
kaliumlösung  und  von  da  in  Glyzerin,  dem  V„-proz.  Salzsäure  zugesetzt 
ist.  Die  Hämosiderine  nehmen  dann  eine  deutlich  blaue  Farbe  an 
V ill  man  Dauerpräparate  herstellen  mit  gleichzeitiger  Kerufärbuiw 
so  verfahrt  man  in  folgender  Weise.  Man  setzt  der  gewöhnlichen 
Lithionkarminlösung  (s.  p.  47)  einige  Tropfen  Ferrocyankaliumlösung 
zu  und  behandelt  entweder  in  salzsäurehaltigem  Glyzerin  nach  oder 
man  wascht  in  Salzsäurespiritus  (s.  p.  47)  aus,  überträgt  in  Wasser 
entwässert  in  Alkohol  und  schließt  in  Kanadadalsam  ein  ■ ’ 

Besonders  zu  empfehlen  ist,  sowohl  was  die  Kernfärbung  wie  die 
Ausführung  der  Eisenreaktion  betrifft,  das  Verfahren  von  H.  Stieda 

1)  Vorfärbung,  mehrere  Stunden  lang,  in  Lithionkarminlösung. 

2)  Kurzes  Abspulen  in  destilliertem  Wasser.  ^ 
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Pignientbihlimg;. 


3)  Übertragen  für  4 — 6 Stunden  lang  in  2-proz.  FerrocA’^an- 
kalinmlösiing. 

4)  Übertragen  in  1-proz.  Salzsäurespiritus  für  6—12  Stunden. 

5)  Kurzes  Abspülen  in  A\'asser,  Spiritus,  Alkohol  abs.,  Hopfenöl, 
Kanadabalsain. 

Man  kann  übrigens  auch  zuerst  die  Eisenreaktiou  mit  Ferrocyan- 
kalium  und  Salzsäureglyzerin  anstellen,  dann  die  Schnitte  auswaschen 
und  mit  Alaunkarmin  nachfärben.  Auch  kann  man  die  Reaktion  in 
einem  Gemisch  von  Ferrocyankalium  und  Salzsäure  vornehmen. 

b)  Nachweis  durch  Schwefelammonium. 

1)  Einlegen  der  Schnitte  in  frisch  bereitete  Schwefelammonium- 
lösung,  5—20  Minuten  lang,  bis  sie  eine  dunkelgrüne  oder 
schwarzgrüne  Farbe  angenommen  haben. 

2)  Rasches  Abspülen  in  Wasser. 

3)  Untersuchung  und  Konservierung  in  Glyzerin,  welches 
schwach  scliwefelammoniumhaltig  ist. 

Das  Eisen  tritt  dann  in  Gestalt  von  kleinen  schwarzen  oder 
scliwarzgrünen  Körnchen  hervor. 

Man  kann  die  Präparate  auch  aus  dem  Wasser  in  Alkohol, 
Nelkenöl,  Kanadabalsam  bringen.  Der  Kontakt  mit  Wasser  darf 
nach  Quincke  nicht  lange  dauern,  weil  bei  Entfernung  sämtlichen 
Schwefelammoniums  das  gebildete  Schwefeleisen  oxydiert  und  entfärbt 
wird.  Infolge  der  Oxydation  verlieren  überhaupt  feine  Körnchen 
sehr  bald  ihre  grüne  Farbe  wieder.  Frisch  zubereitetes  Schvvefel- 
ammonium  ist  nach  Quincke  nicht  so  gut,  wie  das  ältere,  gelb  ge- 
wordene der  Laboratorien.  Größere  Konzentration  der  Lösung  oder 
Zusatz  von  etwas  Ammoniak  beschleunigt  manchmal  den  Eintritt  der 
Reaktion. 

In  neuerer  Zeit  hat  Zalewski  einige  Modifikationen  der  Ferro- 
cyankalinm-  und  Schwefelammoniumreaktion  angegeben.  Zunächst 
empfiehlt  er,  die  Reaktionen  nicht  an  einzelnen  Schnitten,  sondern 
an  kleinen  Stückchen,  entsprechend  der  Methode  der  Durchfärbung, 
anzustellen. 

Die  Ausführung  ist  dann  folgende: 

a)  Schwefel ammonium. 

1)  Konservierung  der  Stückchen,  24  Stunden  lang,  in  65-proz. 
Alkohol. 

2)  Härtung,  24  Stunden  lang  in  96-proz.  Spiritus,  dem  einige 
Tropfen  starkes,  gelbes  Schwefelammonium  zugesetzt  sind; 
von  Zeit  zu  Zeit  umzuschütteln! 

3)  Härtung  in  absolutem  Alkohol,  der  mit  einigen  Tropfen 
Schwefelammonium  versetzt  ist. 

4)  Schneiden  usw. 

Der  Alkohol  soll  das  Gefäß  bis  zum  Rand  Rillen,  um  den  oxy- 
dierenden Einfiuß  der  Luft  auszuschließen.  Korkpfropfen 
zum  Verschluß  nicht  angewandt  werden,  weil  sie  schon  an  und  lür 
sich  mit  Schwefelammonium  eine  Eisenreaktion  geben.  In  schweiel- 
ammoniumhaltigem  Alkohol  können  die  Stücke  lange  Zeit  autbewaliit 
werden. 

b)  Gelbes  Blutlaugensalz.  . 

Ij  Konservierung  der  Stückchen,  24  Stunden  lang,  in  6o-pioz. 

Alkohol. 


Pigmentbildiuig. 
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2)  Übertra<>‘U]ig  in  1-proz.  Lösung'  von  gelbem  Bliitlangen- 
salz  in  96-proz.  Spiritus,  2 — 3 Tage  lang. 

3)  Übertragung  in,  1-proz.  Lösung  von  gelbem  Blutlaugensalz 
in  65-proz.  Spiritus. 

4)  Übertragung  in  1 — 2-proz.  Salzsäurespiritns.  (Spiritus  = 
96-proz.)  2 — 3 Tage  lang. 

5)  Schneiden  usw.  Nachträgliche  Karminfärbung  gelingt  sehr  gut. 

Die  Behandlung  mit  65-proz.  Spiritus  (unter  3)  wird  eingeschoben, 
um  das  spätere  Eindringen  der  Salzsäure  zu  erleichtern.  Die  mit 
gelbem  Blutlaugensalz  behandelten  Stücke  eignen  sich  besser  ziu'  nach- 
träglichen Färbung  als  die  mit  Schwefelammonium  behandelten. 

Hall  hat  die  Beobachtung  gemacht,  daß  das  Eisen  oft  schon  bei 
der  Manipulation  der  Härtung,  des  Auswaschens  etc.  den  Geweben 
entzogen  wird.  Er  empfiehlt  daher  als  Härtungsfiüssigkeit,  welche 
das  Eisen  in  einen  unlöslichen  Zustand  überführt,  eine 
Lösung  von  Schwefelammonium  5 ccm,  absoluten  Alkohol  70  ccm, 
Wasser  25  ccm.  In  dieser  Lösung  bleiben  die  kleinen  Stückchen 
24  Stunden,  dann  70 — 80— 90-proz.  und  absoluter  Alkohol.  Die  an- 
fänglich grünlich  gewordenen  Gewebsstückchen  verbleichen  bei  der 
Weiterbehandlung  wieder,  weil  das.  FeS  in  Fe(OH).2  umgewandelt 
wird.  Da  dieses  schwer  sichtbar  ist,  so  muß  man  für  Dauer- 
präparate nun  noch  die  Reaktion  mit  gelbem  Blutlaugensalz  oder 
nochmals  die  Schwefelammoniumreaktion  (s.  oben)  anwenden. 

In  analoger  Weise,  wie  gelbes  Blutlaugensalz,  kann  man  für 
EisenoxjMulverbindungen  auch  rotes  Blutlaugensalz  (Blaufärbung  durch 
Turnbulls  Blau)  und  für  Eisenoxydverbindungen  auch  Ehodankalium 
(Blutrotfärbung  durch  Eisenrhodanid)  an  wenden,  jedesmal  mit  nach- 
folgender Salzsäurebehandlung. 

Wenn  man  auf  Eisen  untersuchen  will,  darf  man  natürlich  keine 
Stahlnadel  anwenden  und  muß  überhaupt  den  Kontakt  mit  eisen- 
haltigen Gegenständen  sorgfältig  vermeiden. 

Quincke  hat  als  Nachteil  der  Ferrocyankaliummethode  angegeben, 
daß  sie  das  Eiweiß  stark  koaguliert  und  leicht  in  die  Umgebung 
diffundiert.  Dieser  letztere  Umstand  ist  von  geringerer  Bedeutung, 
wenn  man  die  Entstehung  der  Reaktion  in  salzsäurehaltigem  Glyzerin 
direkt  unter  dem  Mikroskop  verfolgt. 

Andererseits  darf  nicht  unbeachtet  bleiben,  daß  Schwefelammonium 
ähnliche  Niederschläge,  wie  mit  Eisen,  noch  mit  einer  ganzen  Reihe 
von  anderen  Metallen  macht,  von  denen  ein  praktisches  Interesse  im 
vorliegenden  Falle  namentlich  salpetersaures  Silber,  Blei  und  Queck- 
silber haben  dürften. 

Manchmal  mag  es  deshalb  von  Vorteil  sein,  beide  Reaktionen 
nebeneinander  in  Anwendung  zu  ziehen. 

Zu  bemerken  ist  ferner,  daß  nicht  alle  Pigmente,  auch  wenn  sie 
zweifellos  Eisenverbindungen  darstellen,  die  genannten  Reaktionen 
geben.  Einmal  kann  die  Verbindung  des  eisenhaltigen  Pigments  mit 
dem  Gewebe  eine  derartige  sein,  daß  eine  Reaktion  ausbleibt;  und 
dann  scheinen  auch  die  Pigmente  nur  in  einem  gewissen  Stadium  die 
Eisenreaktion  zu  geben.  Bei  ganz  frischen  Pigmenten  und  ebenso  bei 
ganz  alten  tritt  sie  nicht  ein. 

einfach  die  Lage  des  Pigments  studieren,  so  eignen 
sich  für  die  Schnittfärbung  am  meisten  rote  Farbstoffe  (Lithionkarmin, 
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Untersuchung  wuchernder  und  entzündeter  Gewebe. 

Boraxkarmin.  Alauiikarmin),  weil  sicli  diesen  gegenüber  das  Pigment 
besser  cibliebt.  Alannkarmin  ist  mehr  zu  empfehlen  als  Litliionkarmin 
weil  bei  ersterem  kein  Auswaschen  in  Salzsäure  nötig  ist.  ’ 

Darstellung  der  Häm inkry stalle  s.  Kap.  XV. 

_ In  seltenen  Rillen  kann  man  in  der  Umgebung  kupferner  Fremdkörper  fz.  B. 

s fenso  durch  Ferrocyankalium  und  Salzsäui-e  führen. 
Fs  entsteht  Braunfarbung  durch  Ferrocyankupfer. 


Zehntes  Kapitel. 

Untersuchung  wuchernder  und  entzündeter  Gewebe. 

Zur  frischen  Untersuchung  von  Geschwülsten  zum  Zweck  der 
Diagnose  wendet  man  das  Zerzupfungs verfahren  an,  wenn  es  sich  um 
Tumoren  mit  viel  Bindegewebe  handelt.  Bei  zellreicheu  Geschwülsten, 
nainentlich  Sarkomen  und  Karzinomen,  kann  man  durch  bloßes  Über- 
streichen mit  dem  Messer  Material  gewinnen,  um  die  Form,  Größe 
und  Art  der  Zellen  festzustellen. 

Zur  schnellen  Diagnosenstellung  kann  man  Schnitte  nach  den  bei 
der  Formalinfixierung,  bei  dem  Gefrierverfahren  und  bei  der  Paraffin- 
einbettung angegebenen  Schnellmethoden  herstellen  und  färben. 

Wuchernde  und  entzündete  Gewebe  werden  in  FLEMauNG’scher 
Lösung,  in  MüLLErt’scher  Flüssigkeit,  Alkohol  oder  in  Formaliu  ge- 
härtet. 

Vor  allem  ist  die  MüLLEii’sche  Flüssigkeit  anzuAvenden,  wenn 
es  darauf  ankommt,  entweder  Schrumpfungen  der  Gewebe  möglichst 
zu  vermeiden  oder  das  Blut  in  den  Gefäßen  zu  erhalten.  Zarte,  zell- 
reiche Gewebe,  weiche  Sarkome,  myxomatöse  Geschwülste,  Gliome, 
Enchondrome  etc.  färben  sich  nach  Härtung  in  MüLLER’scher  Flüssig- 
keit weit  schöner  als  bei  Alkoholhärtung.  Auch  die  ZENKER’sche 
Flüssigkeit  (s.  p.  13)  ist  empfehlenswert,  ebenso  die  ORTH’sche  Mischung 
von  MüLLER’scher  Flüssigkeit  und  Formalin  (p.  12). 

Will  man  dagegen  Avuchernde  Gewebe  zugleich  auf  die  Gegen- 
wart A’'on  Bakterien  untersuchen,  so  ist  Härtung  in  Alkohol  vorzu- 
ziehen. 

Wenn  man  genauere  Untersuchungen  über  die  in  Avuchernden 
Geweben,  z.  B.  in  Geschwülsten,  enthaltenen  Zell-  und  Kernstrukturen 
anstellen  will,  so  kann  man  einmal  eine  möglichst  frische  Unter- 
suchung der  Zellen  in  indifferenten  Lösungen,  etwa  0,6-proz.  Koch- 
salzlösung, vornehmen.  Von  Arnold  wird  eine  ganz  schAvache 
Lösung  von  Methylgrün  in  0,6-proz.  Kochsalzlösung  als  sehr  geeignet 
zur  Untersuchung  von  Zellen  und  Amn  deren  Kernen  empfohlen.  Ganz  be- 
sonders kommen  aber  auch  hier  in  Betracht  Präparate,  die  nach  den 
für  Darstellung  der  Kernteilungsfiguren  (s.  p.  54)  empfohle^nen  l\Iethoden 
behandelt  sind.  Am  besten  eignet  sich  dazu  die  _ FLEATMiNG’sche 
Lösung.  Die  Untersuchung  auf  Kernteilungsfiguren  ist  ferner  ganz 
unerläßlich,  Avenn  man  entscheiden  Avill,  von  Avelchen  Zellarten  bei 


Mastzellen. 
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eiitziincllicher  Neubildung,  bei  Hyperplasieen,  bei  Tumoren  usw.  die 
Wucherung  resp.  die  Gewebsnenbildnng  ausgelit.  Bei  Tumoren  wählt 
man  zu  derartigen  Untersuchungen  Teile,  die  der  Grenze  zwischen 
Geschwulst  und  präexistierendem  Gewebe  entnommen  sind. 

Zur  Erkennung  der  Provenienz  der  verschiedenen  Zellarten  eignet 
sich  u.  a.  auch  sehr  gut  die  Triacidfärbung.  Auch  die  Färbung  von  Eo- 
AiANOwsKY  - ZiEMANN  (s.  Unter  Blut)  dürfte  oft  gute  Dienste  tun. 
Die  Schnitte  sind  in  erster  Linie  mit  kernfärbenden  Mitteln 
zn  behandeln.  Dabei  ist  zu  bemerken,  daß  sich  gewöhnlich  die  ver- 
schiedenen Zellarten  in  verschiedener  Intensität  färben.  Am  dunkelsten 
Averden  namentlich  durch  Hämatox3din  die  LeukocjTen  tingiert,  so  daß 
man  schon  in  der  Farbenreaktion  ein  wichtiges  Hilfsmittel  hat,  um 
die  ausgewanderten,  weißen  Blutzellen  resp.  entzündlichen  Infiltrate 
von  den  präexistiei’enden  Gewebszellen,  auch  wenn  sie  im  übrigen 
ähnliche  Form  besitzen,  zu  unterscheiden. 

Auch  zur  Darstellung  des  Bindegewebes  und  der  Interzellular- 
substanz der  Sarkome  genügt  im  allgemeinen  die  van  GiESON’sche 
Färbung.  Für  besondere  Fälle  kann  man  auch  eine  Methode  von 
Mallory  anwenden: 

1)  Einlegen  der  Schnitte  in  eine  1-proz.  Lösung  von  Phosphor- 
molybdänsäure 2 Minuten. 

2)  Auswaschen  in  zweimal  gewechseltem  Wasser. 

3)  Färben  in  folgendem  Gemisch: 

Anilinblau  (wasserlöslich,  Grübler)  0,5  g, 

Orange  G 2 g, 

Oxalsäure  2 g, 

Aqu.  dest.  100  ccm  20  Minuten. 

4)  Auswaschen. 

5)  Entwässern  in  95-proz.  Alkohol. 

6)  Trocknen  mit  Fließpapier. 

7)  Aufhellen  in  Origanumöl. 

8)  Entfernen  des  Origanumöls  mit  Xylol. 

9)  Einschluß  in  Zedernöl  oder  Terpentinkolophonium.  — Eeti- 
culum  und  Fibrillen  des  Bindegewebes  sind  tiefblau  gefärbt; 
Kerne  und  Protoplasma  gelb. 

Degen erative  Veränderungen,  namentlich  schleimige  Entartung, 
z.  B.  des  Knorpels,  hyaline  Bildungen  usw.  werden  am  besten  durch 
die  VAN  GiESON’sche  Methode  sichtbar  gemacht,  die  auch  die  einzelnen 
Zellarten  gut  differenziert. 

In  chronisch  entzündeten  Geweben,  und  zwar  vorwiegend  im 
Bindegewebe,  finden  sich  oft  in  großer  Zahl  die  sog.  Mastzellen. 
Dieselben  sind  2— 3 mal  so  groß  wie  Leukocyten,  haben  einen  blassen 
Kpn  und  ein  grobkörniges  Protoplasma,  dessen  einzelne  Körner  sich 
mit  basischen  Anilinfarben,  also  mit  denselben  Färbemitteln,  mit  denen 
auch  die  Bakterien  tingiert  werden,  färben.  Der  Kern  selbst  bleibt 
dabei  meist  ungefärbt. 

Zur  Darstellung  der  Mastzellen  (s.  auch  Haut  und  Blut) 
verfährt  man  nach  Ehrlich  in  folgender  Weise: 

1)  Alkoholhärtung. 

2)  12—25  Stunden  färben  in: 

Dahlia,  im  Überschuß 
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Alkohol  absolut.  50  ccm 

Aqu.  destillata  100 
Eisessig  12,5  ” 

3)  Auswaschen  in  Wasser. 

• in  einem  entzündeten  Gewebe  außer  den  ^lastzellen 

die  Zellkerne  färben,  so  wendet  man  nach  Ehrlich- AVestphal  folgendes 
A^erfahren  an : 

1)  Färbung  24  Stunden  lang  in: 

Dahlia,  konz.  alkoholische  Lösung  ) 

Alaunkarmin  } ana  100,0 

Glyzerin  j 

Eisessig  20,0 

2)  Auswaschen  in  Alkohol. 

3)  01,  Kanadabalsam. 

Die  Kerne  im  Gewebe  sind  rot  gefärbt,  die  Granulationen  der 
Mastzellen  und  die  Bakterien  blau. 

Die  Darstellung  des  Glykogens  in  entzündetem  Gewebe  geschieht 
nach  den  p.  69  angegebenen  Kegeln. 

Der  experimentelle  Eutzüiidungsprozeß  im  lebenden  Gewebe 
wird  gewöhnlich  am  Mesenterium  des  Frosches  studiert. 

Man  wählt  zur  Untersuchung  große,  männliche  Tiere,  weil  bei 
AA^eibchen  sich  die  Sexualorgane  bei  dem  Herausziehen  des  Mes- 
enteriums oft  störend  in  den  AVeg  legen.  Man  bläst  dem  Tiere  mit 
einer  Glaspipette  2 Tropfen  1-proz.  wässeriger  Curarelösung  unter 
die  Haut,  die  man,  am  besten  am  Oberschenkel,  mit  einer  feinen 
Hohlschere  an  einer  kleinen  Stelle  spaltet.  Nach  etwa  ^2 — Stunde 
ist  dann  das  Tier  bewegungslos.  Nun  spaltet  man  in  der  Axülar- 
linie  die  Bauchwand,  und  zwar  zunächst  die  Haut,  dann  die  Mus- 
kulatur und  eröffnet  schließlich  etwa  in  der  Ausdehnung  eines  Zenti- 
meters mittels  eines  von  oben  nach  unten  verlaufenden  Schnittes  die 
Bauchhöhle.  Sowie  bei  den  einzelnen  Phasen  des  Schnittes  eine 
Blutung  auftritt,  sucht  man  diese,  bevor  man  weiter  nach  der  Tiefe 
vordringt,  zu  stillen,  was  gewöhnlich  durch  Aufdrücken  von  Fließ- 
papier gelingt. 

Dann  zieht  man  eine  Darmschlinge  samt  ihrem  Mesenterium 
vor  und  spannt  sie  über  einen  Korkring,  den  man  mit  dem  Locheisen 
aus  einer  Korkplatte  ausgeschnitten  und  mittels  Siegellack  auf  einer 
Glasplatte  befestigt  hat.  Das  Mesenterium  wird  mit  Karlsbader 
Nadeln  fixiert,  welche  man  durch  den  Darm  auf  dem  Kork  festheftet. 
Natürlich  muß  die  Curarisierung  eine  vollständige  sein,  weil  sich  sonst 
das  Tier  loszerrt. 

Als  Unterlage  eignen  sich  namentlich  die  Glasplatten,  Avie  sie 
zu  Plattenkulturen  im  Gebrauch  sind.  Man  befestigt  dann  den  Kork 
an  einer  Längsseite,  so  daß  das  Tier  neben  dem  Kork  auf  der 
Platte  ausgiebigen  Platz  findet.  Das  Tier  ivird  mit  Ausnahme  der- 
jenigen Stelle  über  dem  Korkring,  welche  man  unter  das  Mikroskop 
bringt,  ganz  mit  Fließpapier  bedeckt,  welches  mit  AA  asser  durch- 
tränkt ist.  . 

Man  kann  dann  meist  schon  nach  Stunde  den  Beginn  der 
Auswanderung  der  weißen  Blutkörperchen  beobachten  und  die  Beob- 
achtung Stunden  lang  fortsetzen,  wenn  nur  das  Tier  ganz  mit  feuchtem 
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Fließpapier  bedeckt  ist.  Will  man  die  Untersucliung  über  einen  lag 
liinaus  aiisdelinen,  so  muß  man  von  neuem  curarisieren. 

lu  älinliclier  Weise  kcyin  auch  die  Schwimmhaut  und  die  Zunge 
des  Frosches  zur  Beobachtiing  der  Zirkulation  benutzt  werden. 


Elftes  Kapitel. 

Untersuchung  von  Bakterien. 

A.  Bakterien  in  Flüssigkeiten. 

Bakterien  in  Flüssigkeiten  kann  man  nach  folgenden  Methoden 
untersuchen : 

1)  Untersuchung  der  ungefärbten  Bakterien  auf 
dem  Objektträger. 

Man  bringt  von  der  zu  untersuchenden  Flüssigkeit  einen  Tropfen 
auf  den  Objektträger,  entweder  unverdünnt  oder,  wenn  die  Flüssig- 
keit sehr  reich  an  zelligen  Bestandteilen  ist,  mit  etwas  destilliertem 
Wasser  verdünnt,  und  deckt  mit  einem  Deckglas  zu. 

Man  untersucht  dann  mit  starker  Vergrößerung  und  enger 
Blendung.  Man  kann  sich  die  Untersuchung  erleichtern,  und  sich, 
namentlich  wenn  es  sich  um  Kokken  handelt,  vor  einer  Verwechslung 
mit  Eiweißkörnclien  schützen,  wenn  mau  zu  dem  Präparat  verdünnte 
Essigsäure  oder  2-proz.  Kalilauge  bringt,  gegen  welche  die  Bakterien 
sich  — mit  Ausnahme  der  Eekurrensspirillen  — resistent  , verhalten. 
Ebenso  werden  Bakterien  durch  Alkohol,  Chloroform  und  Äther  nicht 
verändert,  während  Fettröpfchen  verschwinden. 

In  den  meisten  Fällen  sichert  übrigens  schon  die  ganz  gleich- 
mäßige Form  und  Größe  der  Bakterien,  oft  auch  ihre  eigentümliche 
Lagerung  in  Ketten-,  Trauben-  oder  Zoogloeaform  vor  Irrtümern. 

Will  man  Bakterien  ans  einer  Kultur  frisch  untersuchen,  so  bringt 
man  mit  einer  ausgeglühten  Platinöse  etwas  von  der  Kultur  in  einem 
Tropfen  Wasser  auf  den  Objektträger  und  verreibt  es  auf  diesem. 
Statt  des  destillierten  Wassers  kann  man  auch  0,6-proz.  Kochsalz- 
lösung oder  Bouillon  verwenden.  Die  Eigenbewegung  der  Bakterien 
sistiert  man,  wenn  sie  für  die  Untersuchung  störend  wird,  dadurch, 
daß  man  vom  Bande  des  Deckgläschens  aus  einen  Tropfen  Sublimat- 
lösung zufließen  läßt. 

2)  Die  Untersuchung  im  hängenden  Tropfen. 

Dieselbe  ist  viel  bedeutsamer,  weil  sie  auch  die  Lebensbedingungen 

der  Bakterien  fortgesetzt  zu  beobachten  gestattet. 

Man  bedient  sich  dazu  der  hohlgeschlilfenen  Objektträger,  welche 
in  der  Mitte  eine  uhrschalenförmige  Vertiefung  besitzen.  Diese  Ver- 
tiefung wird  rings  an  ihrem  Bande  mit  einer  ganz  dünnen  Schiclit 
Vaseline  bestriclien,  damit  die  kleine  feuchte  Kammer,  welche  gebildet 
wird,  wenn  man  auf  diese  Vertiefung  das  Deckglas  auflegt,  luftdicht 
abgeschlossen  werden  kann.  Nun  bringt  man  auf  die  Mitte  des  vor- 
her sorgfältig  gereinigten  Deckglases  vermittels  der  Platinöse  einen 
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feinen  Tropfen  der  zu  untersuchenden  Flüssigkeit  und  legt  dann  das 
Deckglas  so  auf  die  Vaselinschiclit,  daß  der  Tropfen  nach  unten  in 
den  Hohlraum  des_  Objektträgers  frei  herunterhängt.  Objektträger 
und  Deckglas,  sowie  alle  sonstigen  zur  Verwendung  kommenden  In- 
strumente müssen  durch  Ausglühen  gut  sterilisiert  sein. 

Auch  im  hängenden  Tropfen  untersucht  man  mit  enger  Blendung. 
Vor  allem  muß  man  sich  hüten,  bei  der  nicht  ganz  leichten  groben 
Einstellung  des  Tubus  das  Deckgläschen  einzudrücken.  Der  Eand 
des  Tropfens  ist  für  Ungeübte  leichter  einzustellen.  Hier  sammeln 
sich  außerdem  bewegliche  Bakterien  mit  Vorliebe  in  größerer  Zahl 
an.  Hat  man  die  Untersuchung  im  hängenden  Tropfen  beendigt,  so 
kann  man  das  Deckglas  abheben,  etwa  anhaftende  Vaseline  mit  Benzin 
entfernen  und  dann,  nachdem  der  etwas  ausgestrichene  Tropfen  an- 
getrocknet ist,  noch  nachträglich  färben. 

Will  man  die  biologischen  Eigenschaften  bestimmter  Bakterien, 
die  man  z.  B.  in  einer  Reinkultur  gezüchtet  hat,  studieren,  so  bringt 
man  auf  das  Deckgläschen  einen  Tropfen  sterilisierter  Bouillon  und 
impft  dann  den  Bouillontropfen  mittels  einer  ausgeglühten  Platinnadel 
von  der  betreifenden  Reinkultur.  In  dieser  Weise  kann  man  die 
Untersuchung  im  hängenden  Tropfen  Tage  lang  fortsetzeii  und  auch 
zwischendurch  das  Präparat  im  Brütofen  verweilen  lassen. 

Man  kann  auch  durch  Zusatz  von  Farbstoff  (Neutralrot,  rekti- 
fiziertes Methylenblau)  gewisse  Bakterien  intra  vitam  färben. 

Über  Beobachtung  der  Agglutination  im  hängenden  Tropfen  s. 
Typhusbacillus. 

3)  Nachweis  der  Bakterien  durch  das  Färbungsver- 
fahren. 

Für  die  Färbung  der  Bakterien  kommen  fast  ausschließlich  die 
basischen  Anilinfarben  in  Betracht,  und  zwar  sind  am  meisten  in  G-e- 
brauch:  Gentianaviolett,  Methylenblau,  Methylviolett,  Thionin,_  Fuchsin 
und  Bismarckbraun  (Vesuvin).  Diese  Farben  kommen  meistens  in 
wässeriger  Lösung  zur  Anwendung.  Da  aber  diese  wässerigen 
Lösungen  nicht  sehr  haltbar  sind,  so  hält  man  sich  von  den  genannt^ 
Farbstoffen  am  besten  konzentrierte  alkoholische  Lösungen  vorrätig, 
von  denen  man  sich  dann  vor  dem  jedesmaligen  Gebrauch  durch  Ein- 
träufeln in  destilliertes  Wasser  eine  frische  wässerige  Lösung  bereitet, 
die  einen  Farbstoffgehalt  von  etwa  1— 1 V2  7o  haben  soll.  Die  Wir- 
kung und  Färbekraft  der  Anilinfarben  wird  verstärkt: 

a)  Durch  Erwärmung,  entweder  längere  Zeit  bei  Brütofentem- 
peratur oder  für  kurze  Zeit  über  einer  Spirituslampe,  bis  von  dei 
Oberfläche  der  Flüssigkeitsschicht  Dämpfe  aufziisteigeu  beginnen. 

b)  Durch  einen  Zusatz  von  Kalilauge.  Dieser  bediente  sich  Koch, 
zusammen  mit  dem  Einfluß  der  Wärme  bei  der  ursprünglichen 
Tuberkelbazillenfärbung. 

Jetzt  kommt  die  Kalilauge  vorwiegend  noch  in  der  LÖFFLER- 
schen  3Iethylenblaiil()sniig  zur  Verwendung,  welche  wegen  ihrer  viel- 
fachen Gebrauchsfähigkeit  und  ihrer  Haltbarkeit  eine  Art  von  Universal- 
färbemittel für  Bakterien  darstellt.  Ihre  Zusammensetzung  ist: 
Konzentrierte  alkoholische  Methylenblaulösung  30  ccm 
Kalilauge  0,01  : 100  ” 
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c)  Durch  Lösen  der  Farbe  in  Anilinwasser.  Am  häufigsten  ver- 
wendet man  Auilimvassergentiaiiaviolett  und  Aniliiiwasserfuclisiii. 

Herstellung  des  Anilin,wassergentianavioletts : 

]\[an  schüttelt  10  ccm  Anilinöl  in  100  ccm  AVasser  ordentlich 
um  und  filtriert  die  milchige  Flüssigkeit  durch  ein  angefeuchtetes 
Filter,  sie  muü  dann  klar  und  vollkommen  durchsichtig  abfließen; 
hat  man  das  Filter  nicht  gut  angefeuchtet,  so  schlüpfen  Anilinöl- 
tröpfchen mit  hindurch.  Zu  dem  Filtrate  setzt  man  konzentrierte 
alkoholische  Gentianaviolettlösung  hinzu  (etiva  11  ccm).  Vor  dem 
Gebrauche  muß  die  Lösung  filtriert  werden.  Auch  ist  sie  meist  nur 
wenige  Wochen  haltbar. 

d)  Ebenso  wie  Anilinwasser  verstärkt  auch  5-proz.  Karbol- 
wasser  die  Wirkung  der  Anilinfarben.  Die  Karbolwasserlösungen 
der  Anilinfarben  sind  ganz  besonders  zu  empfehlen  wegen  ihrer  aus- 
gezeichneten Färbefähigkeit  und  wegen  ihrer  Haltbarkeit. 

Am  häufigsten  verwendet  wird  das  Karbolfiichsiu 
Fuchsin  1,0 

Alkohol  10,0 

5-proz.  Karbolwasser  100,0. 

Die  Entfernung  der  überschüssigen  Farbe  geschieht 
bei  weitem  in  den  meisten  Fällen  durch  einfaches  Auswaschen  in 
reichlichen  Mengen  von  destilliertem  Wasser. 

Außerdem  kommen  in  Betracht; 

a)  Alkohol, 

b)  verdünnte  Essigsäure,  meist  — 1-proz. 

Beide  bewirken  eine  vollständigere  Entfernung  der  Farbe  und  bei 
Schnitten  ein  besseres  Hervortreten  der  Kernfärbung.  Zu  letzterem 
Zweck  wendet  man  auch  manchmal  zuerst  Essigsäure  und  dann  noch 
Alkohol  an. 

c)  Jodjodkalilösung  1:2: 100. 

d)  Mineralsäuren  3 — 10-proz. 

Diese  beiden  letzteren  Mittel  entfärben  sehr  stark,  auch  einen 
Teil  der  Spaltpilze,  so  daß  dadurch  andere  Bakterien  arten,  welche 
die  Fähigkeit  haben,  die  Farbe  länger  festzuhalten,  besser  hervor- 
treten. 

e)  Verschiedene  Salze,  welche  die  Kerne  entfärben:  kohlensaures 
Kali  und  Natron,  Liquor  ferri  sesquichlorat.,  Kali  bichrom.,  Kalium 
hypermanganic.,  Palladiumchlorid,  kohlensaures  Lithion  usw. 

f)  Auch  durch  sauere  Anilinfarben:  Tropaeolin  und  Fluorescin, 
die  man  dem  zur  Entfärbung  verwendeten  Alkohol  zusetzt,  wird  eine 
stärkere  Entfärbung  bewirkt  als  durch  Alkohol  allein. 

g)  Anilinöl,  wie  es  in  der  Fibrin-  und  Bakterienfärbung  von 
Weigeet  zur  Anwendung  kommt.  Die  entfärbende  Kraft  kann  ver- 
mindert oder  abgestuft  werden  durch  Zusatz  von  Xylol  in  ver- 
schiedenem Mengenverhältnis.  Gesteigert  kann  die  entfärbende  Fähig- 
keit werden  durch  Zusatz  von  Säuren,  z.  B.  Salzsäure  1 : 1000,  Pikrin- 
säure 1 ; 10  000  oder  Salze,  z.  B.  Chlornatrium  im  Überschuß. 

Färbung  von  Deckglastrocken präparaten. 

Will  man  eine  Flüssigkeit  mittels  des  Färbeverfahrens  auf 
Bakterien  untersuchen,  so  streicht  man  eine  dünne  Lage  derselben 
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auf  dem  Deckgläsclien  mittels  der  Platinöse  aus,  oder  man  bedeckt 
das  mit  einem  Tropfen  der  Flüssigkeit  versehene  Deckglas  mit  einem 
zweiten  und  zieht  dann  beide  voneinander  ab.  Dann  läßt  man  das 
Deckglas,  mit  der  bestrichenen  Seite  nach  oben,  lufttrocken  werden 
und  zieht  es  dreimal  langsam  durch  eine  Spiritusflamme.  Es  ist  aber 
zu  bemerken,  daß  man  diese  Fixation  durch  das  Erwärmen  nicht 
eher  vornehmen  darf,  als  bis  das  Präparat  vollkommen  lufttrocken 
geworden  ist.  Nun  bringt  man  das  Deckgläschen  entwedei-  so  in  ein 
Uhrschälchen  mit  Farblösung,  daß  man  das  zwischen  Daumen  und 
Zeigefinger  gefaßte  Gläschen  auf  die  Farbfiüssigkeit  herabfallen  läßt, 
auf  welcher  es  dann  mit  der  bestrichenen  Seite  nach  unten  schwimmt, 
oder  man  trägt  vermittels  eines  Glasstabes  oder  einer  Pipette  einfach 
ein  paar  Tropfen  der  Farblösung  auf  das  Deckglas  auf.  Nach 
1 — 2 — 3 Minuten  wäscht  man  in  Wasser  ab,  indem  man  das  Deckglas 
in  einer  Schale  mit  A^"asser  hin-  und  herbewegt,  bis  es  keine  Farbe 
mehr  abgibt,  oder  indem  mau  auf  die  gefärbte  Seite  den  Strahl  einer 
Spritzfiasche  wirken  läßt ; dann  trocknet  man  das  Deckglas  sehr  sorg- 
fältig zwischen  mehrmals  gewechselten  Lagen  von  Fließpapier  ab; 
man  kann  auch  das  vollständige  Trockenwerden  des  Präparats  noch 
dadurch  sichern,  daß  man  dasselbe  mehrmals  über  der  Flamme  hin- 
und  lierzieht.  Wenn  das  Präparat  noch  irgend  Spuren  von  Feuchtig- 
keit enthält,  so  wird  der  Kanadabalsam  trübe. 

Dann  bringt  man  das  Deckglas  mit  einem  Tropfen  Kanadabalsam 
auf  den  Objektträger.  Will  man  das  Präparat  nicht  konservieren,  so 
kann  man  auch  das  Deckglas  einfach  mit  einem  Tropfen  Wasser  auf 
den  Objektträger  bringen.  Die  Kanadabalsampräparate  geben  aber 
viel  bessere  Bilder. 

Will  man  eine  isolierte  Färbung  der  Bakterien,  ohne 
Färbung  der  Kerne  usw.,  erzielen,  so  bringt  man  das  Deckgläschen 
aus  der  Farbe  zunächst  eine  Minute  lang  in  eine  gesättigte  Lösung 
von  kohlensaurem  Kali,  die  zur  Hälfte  mit  Wasser  verdünnt  ist. 
Dann  erst  folgt  Auswaschen  in  Wasser  usw. 

Es  ist  demnach  die  Reihenfolge  der  Manipulationen  bei  der  Deck- 
glasfärbung die  folgende: 

1)  Ausbreiten  der  Flüssigkeit  auf  dem  Deckglas  und  Trocken- 
werdenlassen. 

2)  Dreimaliges  Durchziehen  durch  die  Flamme. 

3)  Färben,  1—3  Minuten  lang. 

4)  Abspülen  in  Wasser. 

5)  Trocknen  zwischen  Fließpapier. 

6)  Kanadabalsam. 


Tn  der  besdhriebenen  Weise  kann  man  mit  wässerigen  Lösungen 
von  Fuchsin,  Gentianaviolett,  Methylenblau  und  Bismarckbrann  färben. 
Namentlich  Gentianaviolett  eignet  sich  sehr  gut  zu  den  meisten  dei- 
artigen  Färbungen,  bei  denen  man  natürlich  auch  von  den  oben  aut- 
geführten  Unterstützungsmitteln  der  Färbung  Gebrauch  machen  kann. 
Auch  die  LöpvLEii’sche  Methylenblaulösung  ist  sehr  zu  empfehlen, 
dann  leisten  auch  die  Farblösungen  in  Ivarbolwasser  sehr  gute  Dienste. 
Pick  und  Jacoiisohn  emi)fehlen  4 — 10  Sekunden  hiiiges  barben  in 
einem  F a r b e n g e m i s c h von : Ivarbolfiichsin  15  Tropf en,  konzenti  mi  e 
alkoholische  Methylenblaiilösiing  8 4h-opfen,  Aqu.  dest  20  ccm  Bak- 
terien dunkelblau,  Kerne  hellblau,  Protoplasma  und  Schleim  rot.  Man 
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kann  eine  ähnliclie  Doppelfärbung  auch  dadurch  erzielen,  daß 
man  zuerst  in  Karbolfnchsin  und  dann  in  Methylenblau  färbt. 

Gute  Eesultate  bei  der  Färbung  der  meisten  Bakterien,  namentlich 
ancli  solcher,  die  sicli  leicht  entfärben,  erzielt  man  durch  die  Thionin- 
methode  von  Nicolle. 

1)  Färben  7-> — 1 Minuten  lang  in  einer  Mischung  von 

Thionin,  gesättigte  Lösung  in  50-proz.  Alkohol  10,0 
1-proz.  Karbohvasser  100,0 

2)  AbspiUen  in  Wasser,  Trocknen,  Kanadabalsam. 

Für  manche  Fälle  eignet  sich  vorzüglich  das 

GKAM’sche  Färbiingsverfahreii. 

1)  Färbung  2—5  Minuten  lang  in  gesättigter  Anilinwasser- 
gentianaviolettlüsung  (s.  p.  79)  oder  besser  gesättigte  Methyl- 
violettlösung in  2Y2‘Pi’Oz.  Karbolwasser. 

2)  Übertragen  des  Präparats  1—1%  Minuten  in  Jodjodkalilösung 
1:2: 300,  in  welcher  dasselbe  ganz  schwarz  wird. 

3)  Entfärben  in  Alkohol,  bis  die  anfangs  schwarze  Farbe  ver- 
schwunden und  das  Präparat  blaßgrau  geworden  ist. 

4)  Einlegen  in  Kanadabalsam. 

Die  Entfärbung  in  absolutem  Alkohol  kann  nach  Günther  be- 
schleunigt und  verstärkt  werden,  wenn  man  demselben  3 Teile  Salpeter- 
säure zusetzt.  Dieses  Verfahren  hat  außer  der  schnelleren  und  gründ- 
licheren Entfärbung  auch  den  Vorteil,  daß  dabei  Niederschläge  von 
Farbstoff  mehr  vermieden  werden.  Die  Präparate  kommen  dann  aus 
der  Jodjodkalilösung  zunächst  in  reinen  absoluten  Alkohol,  dann  für 
10  Sekunden  in  Salpetersäurealkohol,  und  dann  wieder  in  reinen 
Alkohol.  Nach  Eibbert  kann  man  auch  zur  schnelleren  und  stärkeren 
Eiitfäi-buug  dem  Alkohol  10 — 20  Teile  Essigsäure  zusetzen.  Nicolle 
empfiehlt  als  ein  sicheres  Entfärbungsmittel  Alkohol,  dem 
lumen  Aceton  zugesetzt  ist. 

Claudius  wendet  statt  der  Jodjodkalilösung  konzentrierte  wässerige 
Pikrinsäurelösung,  die  mit  dem  gleichen  Volumen  Wasser  verdünnt 
ist,  an.  In  dieser  bleiben  Deckglastrockenpräparate  1 Minute,  Schnitte 
nachdem  sie  mit  Wasser  abgespült  sind,  2 Minuten.  Entfärbt  wird 
nach  der  Vorschrift  von  Claudius  in  Chloroform,  man  kann  aber 
aucli  Alkohol,  oder  wie  bei  der  WEioERT’schen  Methode,  Anilinölxylol 
nehmen.  Nach  dieser  Vorschrift  färben  sich  auch  die  Bazillen  des 
Eauschbrandes  und  des  malignen  Oedems  (s.  unten). 

Auch  durch  Anwendung  von  Methylviolett  statt  des  Gentiana- 
violett  der  ursprünglichen  Vorschrift  werden  Niederschläge  eher  ver- 
mieden und  die  Bakterien  erhalten  einen  leuchtend  blauen  Farbenton. 
Die  GRAH’sche  Färbungsmethode  hat  zwei  große  Vorteile.  Einmal 
wird  alles,  was  in  den  Präparaten  noch  an  zelligen  Bestandteilen  vor- 
handen ist,  entfärbt,  so  daß  die  Bakterien  mit  tiefblauer  Farbe  um 
so  deutlicher  und  schärfer  hervortreten.  Eine  Ausnahme  machen  nur : 
die  Kernteilungsflguren,  die.  Mastzellenkörner,  die  Hornschicht  der 
Epidermis  und  die  serösen  Überzüge  der  Organe.  Die  Zellen  können 
übrigens  durch  eine  nachträgliche  Kontrastfäi'bung  mit  Bismarck- 
braun  wieder  sichtbar  gemaclit  werden.  Eine  Grundierung  der 
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Präparate  erreiclit  man  dadurcli,  daß  man  dem  zum  Entfärben  be- 
nutzten Alkohol  etwas  Eosin  zusetzt. 

Der  zweite  »i'oße  Vorzug  des  GuAM’sclien  Verfahrens  besteht 
darin,  daß  durch  dasselbe  nur  gewisse  Bakterienarten  gefärbt  bleiben, 
während  andere,  die  sonst  manchmal  den  gefärbt  bleibenden  morpho- 
logisch sehr  ähnlich  sind,  entfärbt  werden.  Es  kann  also  unter  Um- 
ständen das  GuAM’sche  Verfahren  zu  differentiell-diagnosti- 
schen Zwecken  verwandt  werden  und  kommt  dann  eventuell 
noch  neben  der  gewöhnlichen  Bakterienfärbung  zur  Anwendung.  In 
diesen  Fällen  ist  Abspülen  in  Wasser  zu  vermeiden. 

Hierbei  ist  aber  zu  beachten,  daß  sich  manche  Bakterienarten  in 
jugendlichem  Zustande  nach  Gram  färben,  später  aber  schlecht  oder 
gar  nicht  mehr. 

Die  nach  der  GßAM’schen  Methode  entfärbten  Bazillen  kann  man 
durch  eine  Kontrastfärbung  mit  Fuchsin  wieder  sichtbar  machen. 
Nicolue  empfiehlt  hierzu  konzentrierte  alkoholische  Lösung  5 ccm  auf 
100  ccm  Wasser.  Czaplewskj,  der  den  in  dieser  Verdünnung  wohl 
kaum  noch  entfärbend  wirkenden  Alkohol  vermeiden  möchte,  verreibt 
1 g Fuchsin  mit  5 ccm  flüssiger  Karbolsäure  und  setzt  unter  stetigem 
Verreiben  50  ccm  Glyzerin  und  100  ccm  Wasser  hinzu. 

Nach  Gram  färben  sich:  Tuberkelbacillus,  Leprabacillus, 
Tetanusbacillus , Pneumoniekokkus  von  Fraenkel- Weichselbaum, 
Streptococcus  pyogenes,  Streptococcus  des  Erysipels,  Staph3dococcus 
pyogenes  aureus,  albus,  citreus  und  flavus,  Milzbrandbazillen,  Bazillen 
des  Schweinerotlaufs,  der  Mäuseseptikämie,  Diphtheriebacillus,  Mikro- 
coccus  tetragenus,  Aktinomycesfäden,  Bazillen  des  Rhainoskleronis  und 
Soorpilz. 

Nach  Gram  werden  entfärbt:  Typhusbazillen,  Gonokokken, 
FRTEDLÄxDER’sche  Kapselbazilleii , Kocn^scher  _ Kommabacillus  der 
Cholera,  Eotzbacillus , Bacillus  des  malignen  Ödems,  Rauschbrand- 
bacillus (s.  oben,  Methode  von  Claudius),  Hühnercholera,  Kaninchen- 
septikämie,  Schweineseuche,  Rinder-  und  Wildseuche,  Rekurrens- 
spirillen,  Bacterium  coli,  Pestbacülus , Influenzabacillus,  Bacillus 
pyocyaneus. 

Über  die  Strukturverhältnisse  der  Bakterien  gibt 
näheren  Aufschluß  die  RoMANOWSKv-ZiEMAEN’sche  Färbung  (s.  Kap.  XIV. 
Blut).  Mit  dieser  kann  man  in  den  Bakterien  eine  Differenzierung  in  eine 
rot  bis  rotbraun  gefärbte  zentrale  und  in  eine  blasse  periphere  Partie 
sichtbar  machen.  Man  muß  aber  nach  Feinberu  konzentrierte  l^/.! 
bis  2-proz.  Meth^denblaulösungen  anwendeu,  die  mehrere  Stunden 
einer  Temperatur  von  86°  ausgesetzt  waren,  die  Präparate  3 — 4 
Stunden  in  der  Farbe  lassen,  und  sie  eventuell  in  dieser  auch  noch 
für  einige  Minuten  in  den  Wärmschrank  bringen. 

Nakaxishi  empfiehlt  zur  Darstellung  feinerer  Bakterienstriikturen 
die  Deckgläschen  mit  einer  dünnen  wässerigen  oder  alkoholischen 
Methylenblaulösung  zu  bestreichen  und  trocknen  zu  lassen.  Aut 
ein  derart  vorbereitetes  Deckglas  bringt  man  einen  Tropfen 
lebenden  Bakterienkultur  und  untersucht  auf  gewöhnlichem  oder  holil- 
geschliffenen  Objektträger. 

Fett  im  Inneren  der  Bakterienleiber  macht  man  durch  Osmium- 
säure (s.  p.  63)  oder  Färbung  mit  Sudan  III  (s.  p.  64)  sichtbar. 


Darstellung  der  Geißeln  und  Wimperliaare  der  Bakterien. 
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Darstellung  der  Geißeln  und  Wimperliaare  der 

Bakterie  n. 

Die  Geißelfärbung  gekört  zu  den  scliwierigsten  Objekten  _ der 
Färbetechnik  und  gelingt  nur  bei  peinlicher  Einhaltung  getvasser 
Vorsichtsmaßregeln. 

1)  Es  dürfen  nur  völlig  gereinigte  Deckgläschen  benutzt  werden. 
Zur  Reinigung  empfiehlt  Heymann,  die  Deckgläschen  in  konzentrierter 
Schwefelsäure  7s  Stunde  zu  kochen;  hierauf  läßt  man  die  Säure 
langsam  abkühlen,  gießt  sie  ab  und  spült  vorsichtig  nacheinander 
je  dreimal  mit  destilliertem  Wasser,  mit  absolutem  Alkohol,,,  mit 
Ammoniakalkohol,  mit  60-proz.,  96-proz.  Alkohol  und  schließlich  mit  Äther 
ab.  Die  Deckgläschen  dürfen  nur  mit  Pinzetten  angefaßt  werden  und 
Averden  noch  2 Stunden  im  Trockenschrank  erhitzt. 

2)  Die  Kultur  muß  jung,  12 — 18  Stunden  alt  sein  und  lebhafte 
Eigenbewegung  zeigen,  Avovon  man  sich  erst  im  hängenden  Tropfen 
überzeugen  soll.  Am  besten  sind  Agaroberfiächenkulturen,  von  denen 
man  eine  Spur  möglichst  ohne  jeden  Nährboden  entnimmt. 

3)  Die  Bakterien  müssen  sehr  fein  verteilt  Averden.  Man  er- 
reicht dies  am  besten,  indem  man  2 Deckgläschen  mit  einem  Tropfen 
Leitungswasser  bedeckt,  in  den  ersten  von  der  Kultur  impft  und 
eine  Platinöse  voll  auf  den  zweiten  Tropfen  überträgt.  Eine  Platin- 
öse dieses  zAveiten  Tropfens  verteilt  man  nun  auf  dem  dritten  Deck- 
gläschen und  läßt  dieses  lufttrocken  werden. 

4)  Das  völlig  lufttrockene  Präparat  muß  sehr  vorsichtig  in  ge- 
linder Wärme  fixiert  werden.  Nach  Heymann  zieht  man  das  Deck- 
gläschen besser  nicht  durch  die  Flamme,  sondern  fixiert  mittels  eines 
durch  mehrmaliges  Durchziehen  durch  die  Flamme  erhitzten  Objekt- 
trägers, den  man  1 — 2 Minuten  in  einer  Entfernung  von  etwa  2 — 3 
cm  über  das  Deckglas  hält. 

Nun  ist  das  Präparat  zur  Weiterbehandlung  fertig. 

Die  von  Löffler  angegebene  Methode  beruht  auf  der  Anwendung 
einer  Beize,  welche  in  folgender  Weise-  hergestellt  wird. 

1)  Zu  10  ccm  einer  wässerigen  Tanninlösung  (20  : 80)  werden  so 
viel  Tropfen  kaltgesättigter , wässeriger  Ferrosulfatlösung  zugesetzt, 
bis  die  Flüssigkeit  schwarz-violett  erscheint;  dann  wird  1 ccm 
wässerige  oder  alkoholische  Lösung  von  Fuchsin  zugesetzt  (weniger 
Avirksam  wie  Fuchsin  sind  Methylviolett,  oder  Kampecheholzdekokt 
==  1:8).  Mit  dieser  Beize  wird  das  Deckglastrockenpräparat  unter 
Amrsichtigem  Erwärmen  über  der  Flamme  behandelt,  bis  Dampfent- 
Avicklung  eintritt,  dann  Avird  das  Deckglas  noch  1 oder  1 ’/g  Minuten 
mit  der  Beize  in  Kontakt  gelassen. 

Für  manche  Bakterien  (Säurebildner)  wirkt  besser  ein  Zusatz 
von  Alkali  (einige  Tropfen  einer  1-proz.  NaOH-LösungX  cundere 
(Alkalibildner)  besser  ein  Säurezusatz,  (H^SOJ.  Der  Grad  des  Säure- 
oder Alkalizusatzes  muß  dann  ausprobiert  werden. 

2)  Abspülen  im  Wasser,  dann  in  absolutem  Alkohol. 

3)  Naclifärben  in  einer  gesättigten  AniliiiAvasser-Fuchsinlösung, 
Avelche  durch  tropfenAveisen  Zusatz  einer  1-proz.  NaOH-Lösung  neutra- 
lisiert ist.  Es  wird  so  lange  NaOH-Lösung  zugesetzt,  bis  die  an  und 
Dir  sich  in  einer  mehrere  Zentimeter  dicken  Schicht  noch  durchsichtige 
Flüssigkeit  anfängt,  undurchsichtig  zu  werden.  Diese  Farbflüssigkeit 
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wird  auf  das  Deckglas  aufgetropft  und  letzteres  etwa  1 Minute  lang 
erwärmt,  bis  Dampfbildung  auftritt. 

BuxXGe  empfiehlt  folgende  Beize:  25  Teile  einer  20 fach  verdünnten 
Eisenchloridlösung  werden  mit  75  Teilen  einer  gesättigten  wässerigen 
Tanninlösung  versetzt.  Dieser  Mischung  wird  direkt  vor  dem  Ge- 
brauch soviel  einer  3-pi’Oz.  AVasserstoftsuperoxydlösung  zugesetzt,  bis 
sie  völlig  braun  wird.  Nach  der  Filtrierung  ist  diese  Beize  sogleich 
brauchbar.  Einwirkung  1 Minute  unter  gelindem  Erwärmen ; Färbung 
in  leicht  erwärmten  Karbolfuchsin  oder  Karbolgentianaviolett. 

Die  Beize  von  Fischer,  die  der  Autor  als  für  alle  Bakterienarten 
geeignet  bezeichnet,  hat  folgende  Zusammensetzung:  2 g trockenes, 
eventuell  unter  dem  Exsikkator  aufbewahrtes  Tannin  werden  unter 
schnellem  Erwärmen  in  20  ccm  Wasser  gelöst,  dann  4 ccm  Eisen- 
sulfatlösung (1:2)  zugesetzt  und  1 ccm  konzentrierte  alkoholische 
Fuchsinlösung  zugegeben.  Dann  wird  ohne  zu  kochen  filtriert.  Hierbei 
muß  ein  dickbreiiger  Filterrückstand  übrig  bleiben.  Die  Eisenvitriol- 
lösung muß  grün  aussehen.  Ist  sie  durch  Oxydation  gelblich  oder 
bräunlich  geworden,  so  setzt  man  einige  Tropfen  HoSO^  zu. 

In  dieser  Beize  werden  die  Deckgläschen  vorsichtig  V,2  Minute 
erhitzt,  bis  Dampf  aufzusteigen  beginnt,  dann  noch  V2  Minute  mit 
derselben  in  Kontakt  gelassen;  dann  Abspritzen  der  Beize  mit  der 
Spritzflasche,  Färben  in  erwärmter,  konzentrierter,  wässeriger  Fuchsin- 
lösimg. 

■\We  Eemengem  hat  folgendes  Verfahren  angegeben: 

1)  Übertragen  des  Deckglaspräparates  ^2  Stunde  in  der  Kälte 
oder  5 Minuten  bei  50°  in 

2-proz.  Osmiumsäure  1 Teil, 

10 — 25-proz.  Tauniulösung  2 Teile, 

Eisessig  auf  100  ccm  5 Tropfen. 

2)  Sorgfältiges  Abspülen  in  Wasser. 

3)  Sorgfältiges  Abspülen  in  absolutem  _ Alkohol. 

4)  Eintauchen  für  einige  Sekunden  in  0,25-proz.  bis  0,5-proz. 
Silbernitratlösung. 

5)  Übertragen,  ohne  Abspülen  in  eine  Lösung  von  Acid.  gallic. 
5,0,  Tannin  3,0,  Kali  acetic.  fus.  10,0,  Aq,u.  destiU.  350,0. 

6)  Nach  wenigen  Sekunden  Zurück  verbringen  unter  fortwährender 
Bewegung  in  die  Lösung  sub  4,  bis  diese  sich  zu  schwärzen 

beginnt.  . „ 

7)  Abspülen  mit  reichlichem  Wasser,  Trocknen  mit  Fließpapier 

Balsam.  . . . ^ 1 • 

Bowhill  empfiehlt  zur  Darstellung  der  Geißeln  eine  10  bis 
15  Minuten  dauernde  Beizung  in  einer  Mischung  von  15  ccm  ge- 
sättigter alkoholischer  Orceinlösung,  10  ccm  einer  20-proz.  laniiin- 
lösung  und  30  ccm  destillierten  Wassers.  Abspülen  in  V asser,  Unter- 
suclien  in  Wasser,  das  deutlichere  Bilder  geben  soll  me  Balsampraparate. 
Keine  Nachfärbung,  während  der  Autor  früher  mit  aut  dem  Deckglas 
zum  Dampfen  erwärmter  EHRLicn’scher  Anilingentianaviolettlosung 
entfärbte. 

B.  Färbung  von  Schnittpräparaten. 

Die  Untersuchung  von  Bakterien  in  Schnitten  geschieht  last 
nach  vorausgegangener  Färbung.  Häi’tung  in  absolutem  Alko  10 , 
Formalin  oder  Sublimat. 


Färbung  von  Schuittpräparateii. 
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Zur  Bakterienlarbung:  werden  die  Sclinittpräpai’ate  immer  direkt 
aus  dem  Alkohol  in  die  Farblösnno:  gebracht.  Für  die  meisten  E’älle 
eignet  sich  sehr  gut  Gentianaviolett. 

Im  allgemeinen  kommen  dieselben  Methoden  der  Färbung  in 
Betracht,  wie  für  die  Deckglastrockenpräparate.  Dabei  sind  jedoch 
gewisse  Modifikationen  von  Vorteil. 

1)  Meist  ist  es  zweckmäßig,  die  Schnitte  länger  in  der 
Farbe  zu  belassen,  als  Trockenpräparate  derselben  Bakterien. 

2)  Sehr  oft  ist  es  von  Nutzen,  die  Färbung  in  der  Wärme 
vorzunehmen,  entweder  im  Brütofen  oder  über  einer  Spiritus- 
Hamme.  Die  Erwärmung  über  der  Spiritusflamme  darf  nur  so  weit 
getrieben  werden,  bis  von  der  Oberfläche  der  Farblösung  Dämpfe  auf- 
zusteigen beginnen. 

3)  Es  erleichtert  bei  solchen  Schnitten,  bei  denen  durch  den 
Entfärbuugspi’ozeß  die  Kerne  entfärbt  oder  undeutlich  werden,  die 
Untersuchung  oft  sehr,  wenn  man  durch  eine  Doppelfärbung 
dieKernewieder  sichtbarmacht.  Für  solche  Doppelfärbungen 
eignet  sich  namentlich  Lithionkarmin,  Pikrokarmin  und  Bismarckbraun. 

4)  Will  man  die  teilweise  Entfärbung  der  Schnitte,  welche  das 
Entwässern  in  Alkohol  mit  sich  briug-t,  vermeiden  oder  verringern,  so 
kann  man  dem  zum  Entwässern  benutzten  Alkohol  etwas  von  derselben 
Farbe  zusetzen,  in  der  man  gefärbt  hat.  Der  Alkohol  wirkt  dann  nur 
noch  wasserentziehend,  entzieht  aber  dem  Präparate  keine  Farbe  mehr. 
In  der  Regel  aber  ist  dieses  Verfahren  überflüssig,  wenn  man  von 
vornherein  so  stark  färbt,  daß  eine  partielle  Entfärbung  in  Alkohol 
nicht  nur  nicht  schadet,  sondern  erwünscht  ist. 

5)  Zur  Aufhellung  der  Schnitte  eignet  sich  Nelkenöl  nicht,  da  es 
die  Anilinfarben  anszieht,  zum  Teil  ihnen  auch  einen  schmutzigen 
Farbenton  verleiht.  Besser  ist  Origanumöl;  am  meisten  aber  empfiehlt 
sich  zum  Aufhellen  von  Bakterienschnitten  Xylol. 

Die  einzelnen  Methoden,  die  bei  der  Färbung  von  Schnitten  auf 
Bakterien  zur  Verwendung  kommen,  sind  die  folgenden: 

I.  Färbung  nach  Löffler. 

1)  Färben  in  Löffler’s  Methylenblau  (s.  p.  78)  3—4  Minuten  lang. 

2)  10 — 20  Sekunden  lang  in  0,5-proz.  bis  1,0-proz.  Essigsäure. 

3)  Entwässern  in  Alkohol;  Xylol,  Kanadabalsam. 

Man  kann  auch  der  Essigsäure  zur  stärkeren  Entfärbung  so  viel 
Tropäolin  zusetzen,  daß  sie  eine  hellgelbe  Farbe  erhält. 


II.  Färbung  in  Gentianaviolett. 


1)  Färbung  in  2-proz.  wässeriger  oder  in  ebenso  starker  alkoho- 
lischer Gentianaviolettlösung , bis  die  Schnitte  dunkelviolett 
geworden  sind. 


2)  Ausw'aschen  in  absolutem  Alkohol,  bis  eine  hellviolette  Färbung 
erzielt  ist. 

3)  Xylol,  Kanadabalsam. 

^öfhode  gibt  bei  vielen  Bakterien,  namentlich  z.  B.  bei 
Milzbrandbazillen,  ausgezeichnete  Resultate.  Es  wird  eine  ganz  distinkte 
hellviolette  Färbung  der  Kerne  erzielt,  von  denen  sich  die  Bazillen 
durch  ihre  gesättigtere  Färbung  scharf  abheben. 

In  einzelnen  Fällen  ist  es  praktisch,  die  Schnitte  ans  der  Farbe 
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imd  vor  dem  Answasclien  in  Alkohol  für  10-20  Sekunden  in  6-proz 
iiissigsaure  zu  bringen.  ^ 

III-  F u c li  s i 11  f ä r b u n g nach  Pfeutee. 

1)  Alkoliolhärtung. 

2)  Färben  lang  oder  länger  in  Karbolfuclisinlösung 

(p.  79)  1 : 20  Aqu.  destillata. 

3)  Auswaschen  in  einer  Schale  destillierten  Wassers,  dem  1 Tropfen 
Eisessig  zugesetzt  ist,  bis  der  Schnitt  grauviolett  aussieht. 

4)  Alkohol,  ul,  Kanadabalsam. 

IV.  Gram’s  che  Färbung. 

S.  p.  81.  Die  Färbung  wird  etwas  länger  vorgenommen  wie  bei 
rrockenpräparaten.  In  die  Jodlösung  werden  die  Schnitte  entweder 
direkt  aus  der  Farblösung,  oder  nachdem  man  sie  für  ganz  kurze  Zeit 
in  0, 6-proz.  Kochsalzlösung  gebracht  hat,  mit  dem  Spatel  über- 
tragen, weil  sie  sich  sonst  stark  kräuseln. 

JMeist  ist  dann  noch  eine  Nachfärbung  am  Platze,  die  am  besten 
mit  Bismarckbraun  in  folgender  Weise  bewirkt  wird. 

1)  Der  in  Alkohol  entfärbte  Schnitt  wird  2 — 5 Minuten  in  wässe- 
riger oder  alkoholischer  Bismarckbraunlösung  (s.  p.  49)  gefärbt. 

2)  Auswaschen  in  Alkohol  absolut.,  bis  der  Schnitt  gelbbraun  ge- 
worden ist. 

3)  Xylol,  Kanadabalsam. 

Wenn  man  die  Modifikation  des  GRAM’schen  Verfahrens  von  Clau- 
dius (s.  p.  81)  anwendet  so  erhält  man  bei  Nachfärbung  nach  vak 
Gieson  (s.  p.  53)  sehr  instruktive  Bilder.  Zur  Entwässerung  sollen 
die  Schnitte  dann  in  absolutem  Alkohol  nur  so  lange,  wie  unumgäng- 
lich nötig  ist,  verweilen. 

Auch  vor  der  Bakterien färbung  kann  schon  eine  Kernfärbung  mit 
Pikrokarmin  (p.  48)  oder  besser  noch  Lithionkarmin  (p.  47)  oder 
Alaunkarmin  vorgenommen  werden.  Dieses  Verfahren  verdient  im 
allgemeinen  den  Vorzug,  da  manche  Bakterien  durch  die  nachfolgende 
Färbung  mit  Bismarckbraun  undeutlicher  werden. 

V.  Verfahren  von  Weigert. 

1)  Härtung  der  Präparate  in  absolutem  Alkohol. 

2)  Färben  in  einer  gesättigten  Anilinwassergentianaviolettlösung 
oder  Methylviolettlösung  5 — 15  Minuten  lang. 

3)  Kurzes  Abspülen  in  0,6-proz.  Kochsalzlösung. 

4)  Der  Schnitt  wird  auf  dem  Spatel  oder  auf  dem  Objektträger 
aus  der  Kochsalzlösung  genommen  und  vorsichtig  mit  Fließ- 
papier abgetrocknet. 

5)  1 — 2 Minuten  in  Jodjodkalilösung  auf  dem  Spatel  oder  Objekt- 
träger. 

6)  Abtrocknen  mit  Fließpapier. 

7)  Wiederholtes  Entfärben  in  Anilinöl,  bis  dasselbe  keine  Farbe 
mehr  annimmt. 

8)  Wiederholtes  Entfernen  des  Anilinöls  mit  Xjdol. 

9)  Kanadabalsam. 

Die  Methode  gibt  sehr  gute  Bilder.  Es  färben  sich  nur  die 
Spaltjiilze  (und  etwa  vorhandenes  Fibrin)  tiefblau.  Will  man  auch 
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das  Gewebe  sichtbar  machen,  so  färbt  man  vorlier  3 I\rinuten  lan^  m 
\launkarmin  oder  Lithionkarmin  (s.  p.  47)  und  bringt  die  Sclniitte 
aus  dem  Wasser,  iu  welcliem  der  salzsaure  Spiritus  enttenit  wurde, 
in  die  Aiiilinwassergentiaiiaviolettlösuiig.  Die  Färbung  mit  Lithion- 
karmin muß  vorher  geschehen,  weil  bei  der  WEiGEEx’schen  Färbung 
eine  Entwässerung  in  Alkohol  unzulässig  ist. 

Kkomayer  empfiehlt,  namentlich  für  Hautpräparate , statt  der 
Entfärbung  unter  7 eine  solche  in  A c e t o ii  x y 1 o 1 1 : 5—5,5.  So  sollen 
Mikroorganismen,  Fibrin,  kollagenes  Gewebe,  Epithelfasern  usw.  zu 
gleicher  Zeit  gefärbt  werden. 


VI.  Methylenblaumethode  von  Kühne. 

1)  Übertragen  der  Schnitte  aus  dem  Alkohol  in  eine  Lösung  von 

Metli5denblau  1,5 

Alkohol  absolut.  10,0 

5-proz.  Karbolwasser  100,0 
1/^ — 2 Stunden  lang  (letzteres  bei  Leprabazillen). 

2)  Schnelles  Abspülen  im  Wasser. 

31  Auswaschen  in  angesäuertem  Wasser,  2 Tropfen  Salzsäure: 
100  Wasser,  bis  die  Schnitte  blaßblau  geworden  sind. 

4)  Abspülen  in  einer  Lösung  von  kohlensaurem  Lithion:  6—8 
Tropfen  konzentrierte  Lösung  von  kohlensaurem  Lithion  auf 
10  ccm  Wasser. 

5)  Übertragen  in  reines  Wasser,  3 — 5 Minuten  lang. 

6)  Kurzes  Verweilen  in  absolutem  Alkohol, 

7)  Übertragen  in  Methylenblau- Anilinöl  (1  Messerspitze  voll  auf 
10,0  Anilinöl  gelöst ; von  dieser  Lösung  vor  dem  Gebrauch  zu 
reinem  Anilinöl  so  viel  zugesetzt,  bis  der  gewünschte  Farben- 
ton erzielt  ist). 

8)  Keines  Anilinöl. 

9)  Übertragen  in  ätherisches  Öl,  z.  B.  Tereben. 

10)  Xylol. 

11)  Kanadabalsam. 

(Anm.  Tereben  wird  durch  Mischung  und  wiederholte  Destillation 
von  Terpentinöl  mit  Schwefelsäure  erhalten.) 

Die  etwas  umständliche  Methylenblaumethode  von  Kühne  ist  auf 
verhältnismäßig  viele  Bakterienarten  anwendbar;  auch  schwieriger 
zu  färbende  Bazillen  treten  durch  sie  deutlich  hervor.  Will  man 
neben  der  Bakterienfärbung  auch  noch  eine  scharfe  Kernfärbung  er- 
zielen, so  wäscht  man  nicht  in  angesäuertem  Wasser,  sondern  statt 
dessen  in  stark  verdünnter  wässeriger  Lösung  von  Chlorhydrinblau  aus. 


VII.  Thioninmethode  von  Nicolle  färbt  alle  Bakterien 
metachromatisch. 

Färbung  2 — 5 Minuten  in  einer  Mischung  von  100  Teilen  1-proz. 
Karbolwassers  und  10  Teilen  konzentrierter  alkoholischer  (50-proz.) 
Thioninlösung;  Abspülen  in  Wasser,  Alkohol,  Xylol,  Balsam. 

VIII.  Trockenmethode  von  Unna, 

Manche  Bakterien  werden  bei  der  Entwässening  des  Schnittes  in 
Alkohol  ganz  oder  teilweise  entfärbt.  Diesem  Nachteil  begegnet  die 
Trockenmethode  von  Unna: 
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w,-  Eiitfarbungsflüssigkeit  in  asser  und 

^\ll(l  dann  auf  dem  Objektträger  ausgebreitet.  Nun  wird  das  ^^'asser 
durch  melirmaliges  Aufdrücken  von  Fließpapier  mögliclist  entfernt 
und  dann  der  Objektträger  über  der  Flamme  schnell  bis  zum  voll- 
ständigen Austrocknen  des  Schnittes  erhitzt.  Nach  dem  Erkalten  er- 
folgt sofort  Einschluß  in  Kanadabalsam. 


Schnittpräparate  von  Gelatinekulturen. 

In  den  letzten  Jahren  sind  mehrere  Methoden  empfohlen  worden 
um  Schnittpräparate  von  Gelatinestichkulturen  anzufertigen.  ' 

Zu  dem  Zwecke  sticht  man  die  Agar-  oder  Gelatinekultur  aus 
oder  entfernt  sie  durch  leichtes  Erwärmen  des  Reagenzglases.  Man 
kann  auch  das  letztere  zerschlagen.  Der  Gelatine-  oder  Agarstich 
wird  dann  in  85— 95-proz.  Spiritus  übertragen,  gehärtet,  später  auf 
Kork  fixiert  und  mit  dem  Mikrotom  geschnitten. 

Neisser  empfiehlt,  die  Stiche  zunächst  je  nach  der  Größe  für 
1 8 Tage  in  eine  1-proz.  Lösung  von  doppeltchromsaurem  Kali  zu 
übertragen  und  der  Einwirkung  des  Lichtes  auszusetzen.  Dann  gründ- 
liches Auswaschen  in  Wasser  und  Härtung  erst  in  70-proz.,  dann  in 
95-proz.  Alkohol. 

Die  Färbung  geschieht  in  den  gewöhnlichen  Lösungen  von  Anilin- 
farben. Gelatine  und  Agar  selbst  gehen  sowohl  in  Alkohol  wie  in 
Anilinöl  den  Farbstoff  ab.  Anlich  wie  bei  Stichkulturen  verfährt 
man  auch  bei  Plattenkulturen. 

Nach  Hauser  kann  man  Bakterienkulturen  in  folgender  Weise 
durch  Formalin  konservieren. 

Man  benetzt  den  Wattepfropfen  der  Stichkultur  oder  das  Fließ- 
papier der  Schale  bei  Plattenkulturen  mit  einigen  Tropfen  Formalin 
und  brin^  das  Ganze  dann  in  ein  verschließbares  Gefäß,  in  welchem 
man  in  einem  Schälchen  einen  Wattebausch,  der  mit  10 — 15  Tropfen 
Formalin  befeuchtet  ist,  aufstellt. 

Auf  diese  Weise  erhält  die  Gelatine  die  Konsistenz  von  in  70-proz. 
Alkohol  gehärtetem  Celloidin  und  kann  bei  keiner  Temperatur  mehr 
verflüssigt  werden. 

Namentlich  verflüssigende  Bakterien  können  so  in  den  verschie- 
denen Stadien  eine  Verflüssigung  eine  Zeitlang  zu  Demonstrations- 
zwecken konserviert  werden. 

Auch  kann  man  einzelne  Kulturen  auf  der  Platte  ausstecheu, 
herausheben,  auf  dem  Objektträger  mit  gewöhnlicher  Gelatine  um- 
gießen, unter  einem  Deckglas  für  24  Stunden  in  die  Formalinkammer 
bringen  und  dann  mit  einem  Lackring  umschließen.  Ebenso  lassen 
sich  direkt  auf  dem  Objektträger  angelegte  Kulturen  fixieren,  und 
eventuell  auch  in  ganz  dünner  Fuchsinlösung  differenzieren. 

C.  Färbung  der  Sporen. 

Die  Sporen  bilden  helle,  stark  glänzende  Körner  entweder  inner- 
halb der  Bazillen  oder  an  einem  Ende  des  Stäbchens.  Sie  sind  da- 
durch ausgezeichnet,  daß  sie  den  Farbstoff  viel  schwerer  aufnehnien 
als  Bakterien  und  demgemäß  bei  den  geAvöhnlichen  Bakterienfärbungen 
als  ungefärbte,  helle  Körnchen  erscheinen.  Sie  geben  aber  auch  den 
einmal  aufgenommenen  Farbstoff  viel  schwerer  wieder  ab,  als  die 
Bakterien  selbst.  Darauf  beruht  die  Methode  der  Sporenfärbung. 
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^faii  färbt  dieselben  längere  Zeit  in  der  Wärme  mit  Ainlinwasser- 
fnchsin  oder  Karbolfnchsin  und  entfärbt  dann  kurze  Zeit  in  einer 
Mineralsäiire,  die  den  Bäkterienleib  wieder  entfärbt,  während  die 
Spore  gefärbt  bleibt.  Wäscht  man  dann  in  AVasser  aus  und  Avendet 
nachträglich  für  die  schon  entfärbten  Bakterien  eine  Kontrastfärbung, 
am  besten  Meth.ylenblaii,  an,  so  erscheinen  die  Sporen,  die  von  der 
nachträglichen  Methylenblaiifärbiing  unbeeinflußt  bleiben,  rot,  die 
Bakterien  dagegen  blau.  Die  Färbung  der  Sporen  ist  mit  Sicherheit 
bis  jetzt  nur  in  Deckglaspräparaten  gelungen. 

Das  Verfahren  stellt  sich  also  folgendermaßen  dar: 

1)  Aiifstreichen  der  zu  untersuchenden  Flüssigkeit  auf  Deck- 
gläser, Lufttrocknen  und  dreimaliges  Durchziehen  durch  die 
Flamme. 

2)  Färbung  20 — 40  Minuten  lang  in  erwärmter  Anilinwasser- 
f lieh  sin!  ösiiiig  oder  in  Karbolfnchsin. 

3)  1 Minute  lang  Entfärben  in  5-proz.  Salpetersäure. 

4)  Abspülen  in  Wasser. 

5)  Färben,  2 Minuten  lang  in  LÖFFnEn’schem  Methylenblau. 

6)  Abspülen  in  Wasser. 

7)  Trocknen  zwischen  Fließpapier. 

8)  Kanadabalsam. 

Sporenfärbiing  von  Möller. 

1)  Fixieren  des  lufttrocknen  Deckglaspräparates  durch  dreimaliges 
Durchziehen  durch  die  Flamme  oder  2 Minuten  langes  Ein- 
tauchen in  absoluten  Alkohol. 

2)  Eintauchen  in  Chloroform,  2 Minuten  lang. 

3)  Abspülen  mit  Wasser. 

4)  Eintauchen  in  5-proz.  Chromsäurelösung,  ^2 — 2 Minuten 
lang. 

5)  Gründliches  Abspüleu  in  AA^asser. 

6)  Auftropfen  von  Karbolfuchsin,  Erwärmen  über  der  Flamme, 
unter  einmaligem  Aufkochen,  1 Minute  lang. 

7)  Abgießen  des  Karbolfuchsin,  Entfärbung  in  5-proz.  Schwefel- 
säure. 

8)  Gründliches  Auswaschen  in  Wasser. 

9)  Färbung,  30  Sekunden  lang  in  wässeriger  Lösung  von  Methylen- 
blau oder  Malachitgrün. 

10)  Abspülen,  Trocknen,  Kanadabalsam. 

Auch  die  Methode  von  Löffler  zur  Darstellung  von  Geißelfäden 
der  Bakterien  ist  geeignet  zur  Sporenfärbung. 

Eine  isolierte  Färbung  der  Sporen  kann  man  auch  erzielen,  wenn 
man  die  Deckglaspräparate  durch  öfteres  Durchziehen  durch  die 
Flamme  (10 — 30  mal)  oder  durch  Einbringen  in  den  Sterilisations- 
schrank bei  200“  erhitzt  und  dann  in  einer  wässerigen  Lösung,  am 
besten  Methylenblau,  färbt.  Die  Kerne  und  Bakterien  verlieren  durch 
das  Erhitzen  ihre  Färbbarkeit,  während  umgekehrt  die  Sporen  leichter 
färbbar  werden. 

Klein  empfiehlt  zur  Färbung  der  Sporen  folgendes  Verfahren: 
Von  dem  sporenhaltigen  Material  wird  eine  Emulsion  in  0,6-proz. 
Koch.salzlösung  heigestellt,  mit  dem  gleichen  Quantum  filtrierter  Karbol- 
fuchsinlösung versetzt  und  6 Minuten  lang  schwach  erwärmt.  Dann 
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wird  die  Mcasse  aiisgestriclien,  an  der  Luft  getrocknet  und  durch  zwei- 
maliges Durclizielien  durch  die  Flamme  fixiert.  Darauf  Entfärbung 
1 2 Stunden  lang  in  l-j)ioz.  Schwefelsäure.  Abspiilen  in  Wasser, 
Nachfärben  in  verdünnter  wässerig-alkoholischer  Methjdenblaulösung, 
Abspiilen,  Trocknen,  Balsameinschluß. 

Gewöhnliche  Bakterienfärbung  kann  ebenfalls  nach  diesem 
Prinzip  der  Färbung  vor  dem  Trocknen  und  Fixieren  vorgenommen 
werden. 


D.  Kulturverfahren  der  Bakterien. 

In  sehr  vielen  Fällen  führt  das  einfache  Färbungsverfahren  der 
Bakterien,  sei  es  im  Deckglastrockenpräparat  oder  im  Schnitt,  nicht 
zum  Ziel  und  es  bedarf  zur  genauen  bakteriologischen  Diagnose  des 
Kulturverfahrens.  Es  sind  bei  demselben  dreierlei  Prozeduren  zu 
unterscheiden.  I.  Die  Sterilisation.  II.  Die  Bereitung  der  Nährböden. 
III.  Die  Anlegung  der  Kulturen  selbst. 

I.  Sterilisation. 

Zur  Sterilisation  von  Instrumenten  kann  man  sich  vielfach  des 
Ausglühens  in  der  Flamme  eines  Bunsenbrenners  bedienen.  Auf 
diese  Weise  werden  z.  B.  die  Platinösen,  die  KartofiPelmesser  usw. 
sterilisiert.  Auch  die  bei  dem  Plattenkulturverfahren  in  Anwendung 
kommenden  Platten  werden,  nachdem  sie  vorher  schon  eine  Sterili- 
sation im  Trockensterilisierungsschrank  erfahren  haben,  kurz  vor  dem 
Gebrauch  noch  über  einer  Bunsenflamme  abgeglüht.  Reagenzgläser, 
Glasplatten  usw.  weialen  im  T r o c k e n s t e r i 1 i s i e r u n g s s c h r a n k , 
d.  h.  einem  Schrank  aus  Eisenblech,  der  auf  150 — 170”  erhitzt  werden 
kann,  — 1 Stunde  lang  erhitzt. 

Is^älirlösimgen  dürfen  so  hohen  Temperaturgraden  nicht  ausgesetzt 
werden.  Ihre  Sterilisation  wird  daher  in  strömendem  Wasserdampf 
vorgenommen.  Hierzu  bedient  man  sich  am  besten  des  KocH’schen 
Dampf kochtopfes,  d.  h.  eines  mit  Asbest  umwickelten  Kessels,  der 
durch  einen  durchlöcherten  Einsatz  in  zwei  Teile  geteilt  ist.  In  der 
unteren  Hälfte  wird  das  Wasser  erhitzt  und  in  Dampf  übergeführt 
die  obere  Hälfte  nimmt  die  zu  sterilisierenden  Gegenstände  auf.  Zur 
Sterilisation  genügt  ein  Aufenthalt  von  1 Stunde. 

In  manchen  Fällen  zieht  man  auch  einen  Autoclaven  oder  Papin- 
schen  Topf  zur  Anwendung  von  gespanntem  Dampf  in  Gebrauch. 

Gegenstäude,  die  nicht  unmittelbar  mit  Bakterienkeimen  in  Be- 
rührung kommen,  so  z.  B.  feuchte  Kammern,  werden  auch  mit  1 ”/oo 
Sublimatlösung  sterilisiert. 

II.  Bereitung  der  Nährböden. 

Man  unterscheidet  flüssige  und  feste  Nährböden,  und  unter  den 
letzteren  wieder  solche,  die  nur  bei  gewöhnlicher  Temperatur  anwend- 
bar sind  (Gelatine)  und  solche,  die  auch  Brüttemperatur  ausgesetzt 
werden  können  (Agar,  Kartoffel,  Blutserum  usw.). 

Nährbouillou  wird  in  der  Weise  zubereitet,  daß  man  500  g 
Rindfleisch  möglichst  von  Sehnen  und  Fett  befreit,  hackt  und  dann 
24  Stunden  lang  bei  kühler  Temperatur  mit  der  doppelten  Quantität 
Was.ser  stehen  läßt.  Dann  preßt  man  das  Fleisch  ms,  filtriert,  und 
setzt  10  g Pepton  und  5 g Kochsalz  zu.  Dann  wird  /o— 1 Stunde 
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lant?  gekocht,  die  Flüssigkeit  durch  Zusatz  von  Nati'onlauge  alkaliscli 
geiuacht  und  die  warme  Lösung  filtriert.  Blaues  Lakmus])apier  dart 
beim  Auftupteu  nicht  mehr  gerötet  werden.  Rotes  wird  dann  scliwacli 
gebläut.  Hat  man  zu  viel  Alkali  zugesetzt,  so  fügt  man  tropfenweise 
Salz-.  Phosphor-  oder  Milchsäure  zu.  Schließlicli  _ wird  die  Bouillon 
in  Kölbchen  oder  Reagenzgläsclien  gefüllt  und  im  Dainjilkochtopl 
1 Stunde  lang  sterilisiert. 

Gelatine  wird  so  hergestellt,  daß  man  zu  der  Bouillon  noch 
10-proz.  Gelatine  liinzusetzt  und  in  der  Wärme  löst.  Dann  wird  mit 
Natronlauge  neutralisiert,  V«  Stunde  lang  gekocht,  und  nun  nochmals 
die  Reaktion  geprüft  und,  wenn  notwendig,  alkalisiert. 

Die  Abfüllung  in  einzelne,  A^orher  im  Trockenschrank  sterilisierte 
Reagenzgläser  geschieht,  um  ein  Erstarren  der  Gelatine  zu  verhindern, 
durch  einen  Glastrichter,  der  in  einem  Heißwassertrichter  von  Kupfer 
steht  und  der  ein  doppeltes  Filter  enthält.  Der  Glastricliter  ist 
unten  mit  einem  Halm  oder  auch  mit  einem  Gummischlauch  und 
Quetschhahn  versehen. 

Die  mit  Gelatine  zur  Hälfte  oder  zu  einem  Drittel  gefüllten 
Reagenzgläser  werden  3 Tage  lang  jeden  Tag  V*  Stunde  laug  im 
Dampfkochtopf  sterilisiert,  da  die  Gelatine  vielfach  einmaliges  längeres 
Erhitzen  nicht  mehr  verträgt.  Sowohl  bei  Bouillon  wie  bei  Gelatine 
kann  man  eine  etwa  auftretende  Trübung  dadurch  beseitigen,  daß 
man  das  Weiße  von  einem  Ei  mit  der  doppelten  Menge  Wasser  ver- 
rührt und  der  Nährlösung  bei  einer  Temperatur  von  40—50®  zusetzt. 
Beim  späteren  Kochen  gerinnt  dami  das  Eiweiß  und  fällt  etwaige 
Trübungen. 

Agar.  Dasselbe  Avird  bei  Körpertemperatur  nicht  verflüssigt,  und 
eignet  sich  daher  namentlich  zur  Kultur  von  Bakterien  bei  höherer 
Temperatur.  Zu  der  Bouillon  (s.  p.  90)  wird  1,5-proz.  Agar-Agar  zu- 
gesetzt. Dann  wird  die  Mischung  einige  Stunden  lang  gekocht,  bis 
das  Agar  sich  gelöst  hat,  alkalisiert,  von  neuem  1 Stunde  lang  ge- 
kocht und  in  derselben  Weise  wie  Gelatine  durch  doppeltes  Filter 
in  erwärmte  Glastrichter  abgefüllt.  Die  vorher  im  Trockenschrank 
sterilisierten  Reagenzgläser  werden  nach  der  Füllung  mit  Agar  von 
neuem  3 Tage  lang  je  V2  Stunde  in  strömendem  Dampf  sterilisiert. 
Vielfach  ist  es  zweckmäßig,  die  Lösung  in  schräger  Richtung  er- 
starren zu  lassen.  Zur  Klärung  kann  man  auch  hier  Hühnereiweiß 
(s.  oben)  zusetzen. 

In  vielen  Fällen  empfiehlt  es  sich,  noch  Glyzerin  (4— 6— 8®/o), 
manchmal  auch  Traubenzucker  (2  ®/o)  zuzusetzen.  Glyzerin  eignet 
sich  namentlich  für  Tuberkelbazillen,  aber  auch  für  viele  andere 
patliogene  Bakterien.  Zucker  und  ameisensaures  Natron  (0,5  ®/o)  sind 
besonders  bei  der  Züchtung  von  Anaeroben  von  AVert. 

Auch  ein  Zusatz  von  Blut  oder  von  Hämoglobin  ist  unter  Um- 
ständen von  Nutzen. 

Blut  entnimmt  man  unter  allen  Kautelen  der  sorgfältig  gereinigten 
Fingerbeere  des  Menschen  oder  dem  Tiere  und  streicht  den  Tropfen 
mit  einer  ausgeglühten  Platinöse  über  die  Agaroberfläche.  Dann  bringt 
man  die  Röhrchen  auf  einen  Tag  in  den  Brutschrank,  um  etwaige 
Venmreinigungen  noch  vor  dem  Gebraucli  zu  entdecken. 

Hämoglobin  gewinnt  man  am  besten  aus  Taubenblut,  indem  man 
dasselbe  mit  der  3 — 4-fachen  Menge  sterilisierter  0,6-proz.  Kochsalz- 


92 


Bereitung  der  Nährböden.  Das  Kulturverfahren. 


lösimg'  schüttelt  und  dann  im  Eisschrank  sedimentieren  läßt.  Das 
^ 1 roten  Blutkörperchen  wird  noch  zweimal  mit  Koch- 

salzlösung gewcisclien,  und  dann  durcli  Schütteln  mit  einer  gei'ino'en 
Menge  Atliei  das  Bämog'lobin  gelöst.  Der  Äther  wird  im  A^aciium 
vei  (lampft  lind  die  ziirückbleibende  Hämoglobinlösung  durch  eiiiKiesel- 
giiiftltei  filtiieit.  Ein  iröpfchen  von  ihr  ivird  in  0,6-proz  Koclisalz- 
lösiing  auf  Agar  gebracht. 

Da  das  Agar  sehr  schnell  erstarrt,  so  wird  ziini  Plattengießen 
auch  eine  Mischung  von  2-proz.  Gelatine  und  1-proz.  Agar  eni])fohlen. 

Beim  Erstarren  wird  an  der  Oberfläche  des  Agars  etwas  Flüssig- 
keit ausgepreßt,  das  sog.  Kondensationswasser. 

Blutserum.  ^ Das  Blut  wird  der  Carotis  eines  größeren  Tieres 
entnommen  und  in  Glaszylinder  geleitet,  die  vorher  sterilisiert  sind. 
In  diesen  läßt  man  es  24  Stunden  auf  Eis  stehen,  damit  sich  das 
Serum  vom  Blutkuchen  trennt.  Das  Serum  wird  dann  mit  sterilisierten 
Pipetten  in  ebenfalls  sterilisierte  Eeagenzröhrchen  gefüllt,  und  dann 
einer  fraktionierten  Sterilisation  unterworfen,  indem  man  es 
1 Woche  lang  täglich  4 — 5 Stunden  im  Thermostaten  einer  Tem- 
peratur von  56—58®  C.  unterwirft.  Daun  läßt  man  es  im  Thermo- 
staten bei  68®  C.  (nicht  höher!)  in  schräger  Eichtling  erstarren.  Auch 
hierbei  bildet  sich  Kondensationswasser. 

Wenn  sich  bei  dem  Aufsaugen  des  Blutes  Verunreiniguugen  ver- 
meiden lassen,  so  kann  man  das  Blutserum  auch  sofort  bei  68®  er- 
starren lassen  und  dann  die  Eeagenzgläschen  mehrere  Tage  bei  Brüt- 
temperatur halten,  um  diejenigen  auszuschalten,  in  welchen  Keime 
aufgeheu. 

Menschliches  Blutserum  gewinnt  man  aus  der  Nabelschnur, 
während  die  Plazenta  noch  im  Uterus  sitzt. 

Milch,  wird  in  Eeagensgläser  oder  in  EnLENMEYER’sche  Kölbchen 
abgefüllt  und  1 Stunde  lang  in  strömendem  Dampf  sterilisiert. 

Kartoffel.  Dieselben  werden  sorgfältig  abgebürstet,  die  sog. 
Augen  ausgeschnitten,  1 Stunde  lang  in  1-proz.  Sublimatlösung  ge- 
legt und  dann  Stunden  lang  in  mit  Watte  verschlossenen  Gläsern 
gekocht  und  dann  mit  ausgeglühten  Messern  halbiert.  Man  kann  aber 
(lie  Kartoffel  auch  zunächst  schälen,  dann  in  Scheiben  zerteilen  und 
diese  in  kleinen  Glasdosen  sterilisieren.  Wenn  man  Kartoffel  von 
sicher  alkalischer  Eeaktion  verwenden  muß,  so  kann  man  dieselben 
10  Minuten  lang  in  1-proz.  Sodalösung  kochen,  und  in  dieser  auch 
abkühlen  lassen. 


III.  Das  Kulturverfahren. 

Die  Anlegung  von  Eeinkulturen  wird  fast  immer  eingeleitet 
durch  das  Kocn’sche  Platten  verfahren. 

Zu  dem  Zwecke  verflüssigt  man  vorsichtig  drei  Eöhrclien  mit 
Gelatine  und  bringt  in  das  erste  Eöhrclien,  nachdem  dasselbe  auf  40 " 
abgekühlt  ist,  einen  Tropfen  des  zu  untersuchenden  Materials  mittels 
einer  ausgeglühten  Platinöse.  Nachdem  das  Impfmaterial  durch 
Schütteln  in  der  Gelatine  gleichmäßig  verteilt  ist,  impft  inan  von 
dem  ersten  Eöhrclien  das  zweite  und  von  dem  zweiten  wieder  das 
dritte,  weil  aus  dem  ersten  Eöhrclien  oft  die  Kolonien  zu  dicht  neben- 
einander wachsen.  Dann  gießt  man  die  einzelnen  Eöhrclien  aut  vor- 
her im  Trockenschrank  sorgfältig  sterilisierte  Glasplatten  aus,  die 
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man  auf  einen  sog.  Plattengießapparat  gelegt  hat.  Letzterer  besteht 
ans  einem  dreieckigen  Gestell  mit  Stellschrauben,  welche  unter  /u- 
hilfenahme  einer  Libelle  eine  vollständig  wagerechte  Stellung  erlauben. 
Auf  diesem  Gestell  ruht  eine  breite,  mit  Eis  gefüllte  und  mit  einer 
Glasscheibe  bedeckte  Glasschale  und  diese  nimmt  die  länglichen  Platten 
auf,  auf  welchen  die  Gelatine  ausgegossen  wird.  Vor  dem  Ausgießeu 
brennt  mau  am  besten  den  Wattepfropf  des  Reagenzröhrchens  ober- 
dächlich  ab  und  zieht  auch  das  obere  Ende  desselben  unter  rotierenden 
Bewegungen  noch  einmal  durch  die  Flamme  des  Bunsenbrenners,  um 
etwaige  aus  der  Luft  oder  von  den  Fingern  herrühreiide  Verun- 
reinigungen auszuschließeii.  Ebenso  werden  die  einzelnen  Platten 
vor  dem  Gebrauch  noch  einmal  über  einer  Bunsenflamme  abgeglüht. 

Man  gießt  die  Gelatine  derartig  aus,  daß  der  Rand  der  Platte 
überall  in  einer  Breite  von  1 V2  cm  frei  bleibt. 

Die  einzelnen  Platten  kommen  auf  Glasbänkchen  übereinander 
gestellt  in  eine  feuchte  Kammer,  welche  auf  dem  Boden  eine  mit 
l®/oo  Sublimatlösung  getränkte  Lage  von  Fließpapier  trägt. 

Hat  man  voraussichtlich  mit  Bakterien  zu  tun,  die  nur  bei  Brüt- 
temperatur wachsen,  so  verwendet  man  Agarplatten.  Das  Verfahren 
ist  hierbei  dasselbe,  wie  bei  der  Gelatine,  nur  muß  man,  weil  Agar 
schneller  erstarrt,  während  der  Arbeit  die  Reagenzgläser  in  einem 
Wasserbade  von  42 C halten  und  das  Plattengießen  möglichst  be- 
schleunigen. 

Das  Plattenverfahren  ermöglicht  es,  von  Gemengen  ver- 
schiedener Bakterien  jede  einzelne  Art  getrennt  zum 
Wachstum  zu  bringen  und  zu  verfolgen. 

Zu  dem  Zwecke  impft  man,  wenn  man  mit  bloßem  Auge  oder 
unter  Zuhilfenahme  des  Mikroskops  auf  den  Platten  Kolonien  von 
verschiedenem  Aussehen  gefunden  hat,  von  jeder  mittels  ausgeglühter 
Platinnadeln  auf  verschiedene  Nährböden  und  verfolgt  dort  deren 
Wachstum  isoliert. 

Selbstverständlich  kann  man  auch  von  jeder  der  verschiedenen 
Kolonien  mikroskopische  Präparate  anfertigen,  entweder  so,  daß  man 
mit  der  Nadel  etwas  Material  entnimmt  und  auf  dem  Deckglas  mit 
etwas  Wasser  verreibt,  oder  so,  daß  man  das  Deckgläschen  auf  die 
Kolonie  andrückt  und  nun  sog.  Klatschpräp ar ate  herstellt. 

Auf  in  Reagenzgläsern  befindliche  Gelatine  impft  man  in  der 
Art,  daß  man  den  Wattepfropf  oberflächlich  abbrennt  und  dann  das 
Glas  mit  dem  Pfropf  nach  unten  gerichtet  öffnet,  um  das  Hereinfallen 
von  Luftkeimen  zu  verhindern.  Dann  sticht  man  von  unten  ein  oder 
fährt,  falls  man  schräg  erstarrte  Nährböden  verwendet,  mit  der  Nadel 
über  die  Oberfläche. 

Wenn  man  direkt  aus  einem  Organ,  z.  B.  aus  der  Milz  Stich- 
kulturen anfertigen  will,  verfährt  man,  naclidem  man  dasselbe  ober- 
flächlich mit  Sublimat  abgewaschen  und  dann  mit  einem  ausgeglühten 
Messer  eine  frische  Schnittfläche  angelegt  hat,  in  ähnlicher  Weise, 
indem  man  von  dieser  Schnittfläche  mit  der  Nadel  einen  Tropfen 
Gewebssaft  entnimmt  und  dann  impft. 

Statt  der  Platten  verwendet  man  jetzt  meist  flache  Doppel- 
.schalen,  sogenannte  Petri’ sehe  Schalen,  die  viel  leichter  vor 
Luftkeimen  zu  schützen  sind  und  in  die  nhne  weitere  Vorrichtungen 
der  flüssige  Agar-  oder  Gelatinenährboden,  geimpft  oder  ungeimpft 
hineingegossen  wird. 
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Auch  kann  man  nach  Kkuse  die  Verteilung'  des  Materials  auf 
voihei  ausgegosseneii  Platten  mit  einem  sterilisierten  Tuschepinsel 
\ Ol  nehmen,  u oduich  in  vielen  Fällen  eine  hinreichende  Isolierung  der 
einzelnen  Kolonien  erzielt  wird._  Außerdem  erreicht  man  hierdurch 
daß  Ulli  die  oheiflächlichen  Kolonien  zur  Entwicklung  kommen  welche 
im  allgemeinen  charakteristischer  wachsen.  ’ 

Auf  demselben  Prinzip  wie  die  Plattenmethode  beruht  dasRoll- 
y er  fahr  eil  von  Esmarch.  Hierbei  Avird  in  verflüssigte  Gelatine  ge- 
impft, diese  aber  nicht  ausgegossen,  sondern  durch  Drehen  auf  der 
Innenfläche  des  Reagenzglases  ausgebreitet  und  so  eine  Trennun»'  der 
Kolonien  bewirkt. 

Auf  schräg  erstarrten  Agarröhrchen  und  auf  Blutserum  kann  man 
eine  Isolierung  der  verschiedenen  Kulturen  dadurch  erreichen,  daß 
man  mit  dem  verdünnten  Untersuchungsmaterial  das  Kondensations- 
Avasser  (s.  p.  92)  impft,  dieses  dann  über  die  Oberfläche  laufen  läßt, 
und  das  Röhrchen  senkrecht  hinstellt.  Man  kann  auch  noch  von  einem 
Röhrchen  zum  anderen  Verdünnungen  anlegen. 

Eine  Trennung  der  einzelnen  Bakterien  arten  läßt  sich  übrigens 
bis  zu  einem  gewissen  Grade  auch  auf  Kartoffeln  und  anderen  festen 
Nährböden  erreichen,  wenn  man  etwas  von  dem  zu  untersuchenden 
Material,  z.  B.  Magensaft,  auf  eine  Kartoffel  ausstreicht,  dann  mit  aus- 
geglühter Nadel  von  dieser  auf  eine  zweite  und  von  letzterer  wieder 
auf  eine  dritte  Kartoffel  impft  und  so  Verdünnungen  herstellt. 

Zur  Züchtung  von  anaeroben  Bakterien  setzt  man  den  Nährboden 
reduzierende  Substanzen,  Traubenzucker,  oder  ameisensaures  Natron 
(s.  p.  91)  zu.  Handelt  es  sich  um  Plattenkulturen,  so  kann  man  einen 
teilweisen  Abschluß  der  Luft  dadurch  erreichen,  daß  man  dieselben 
mit  Glimmerplättchen  bedeckt.  Man  kann  zu  demselben  Zwecke  bei 
Stichkulturen  auch  Röhrchen  anwenden,  die  höher  als  gewöhnlich  mit 
Gelatine  gefüllt  sind,  und  daher  in  der  Tiefe  die  Anaeroben  zur  Ent- 
Avicklung  kommen  lassen.  Derartige  Röhrchen  kann  man  auch  in  noch 
eben  flüssigem  Zustande  mit  dem  zu  untersuchenden  Material  mischen 
und  auf  die  Oberfläche  sterilisiertes  Öl  gießen. 

Auch  kann  man  in  besonderen  mit  zAvei  Öffnungen  versehenen 
Schalen  oder  Reagenzgläschen  die  Luft  durch  Wasserstoff  A^erdräugen. 

Büchner  empfiehlt  zur  Züchtung  der  Anaeroben  die  Kulturen  mit 
nicht  zu  fest  eingedrücktem  Wattepfropf  in  ein  luftdicht  abgeschlossenes 
Gefäß  zu  bringen,  an  dessen  Boden  sich  eine  Schale  oder  Wattebausch 
mit  alkalischer  Pyrogalluslösung  befindet  (Pyrogallol  1,0,  Liqu.  Kali 
caust.  1,0,  Aqu.  10,0),  welche  den  Sauerstoff  der  Luft  aufsangt. 


Übersicht  über  die  Färbung  der  verschiedenen 
pathogenen  Bakterien  und  über  ihre  wichtigsten 
K u 1 1 u r e i g e n s c h a f t e n. 


Eiterkokkeii. 

Die  gewöhnlich  im  Eiter  vorkommenden  verschiedenen  Kokken- 
arten, der  Staphylococcus  pyogenes  aureus,  citreus, 
flavus  und  albus,  soAvie  der  Streptococcus  pyogenes  färben 
sich  alle  gut  mit  den  gewöhnlichen  Avässerigen  Anilinfarblüsungen, 
namentlich  mit  Gentianaviolett  und  mit  Löeeler’s  Methylenblau. 

Sie  lassen  sich  sämtlich  auch  nach  Gram  (s.  p.  81)  färben,  und 
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diese  Methode  ist  deshalb  besonders  zu  empfehlen,  weil  die  zahl- 
reichen Eiterkörperchen,  die  sonst  das  scharfe  Hervortreten  der  be- 
tretfenden  Kokkenart  erheblich  beeinträchtigen,  entfärbt  werden.  Auch 
hat  das  Gelingen  der  GuAM’schen  Färbung  eine  differentiell-diagno- 
stische Bedeutung  gegenüber  anderen  ähnlich  aussehenden  Kokken. 

Für  Schnitte  ist  ebenfalls  die  GßAM’sche  Färbung  (s.  p.  86)  mit 
nachfolgender  Färbung  in  Bismarckbraun  oder  die  WEiGERT’sche 
Färbung  (s.  p.  86)  mit  vorhergehender  Lithionkarminfärbung  zu 
empfehlen. 

Es  ist  zu  beachten,  daß  die  genannten  Kokken  nicht  nur  bei 
Abscessen  und  Phlegmonen,  sondern  auch  bei  Osteomyelitis,  Pyämie, 
akuter  Endocarditis,  Endometritis,  eitriger  Meningitis  usw.  gefunden 
werden. 

Kultur:  Der  Staphylococcus  pyogenes  aureus  wächst  ziemlich  schnell,  schon 
bei  Zimmertemperatur,  besser  hei  37  “ ; auf  Gelatine  unter  Bildung  gelblicher,  später 
orangefarbiger  Kolonien,  welche  die  Gelatine  verflüssigen.  Auf  Agar  undurch- 
sichtige gelbliche  Easen,  auf  Kartoffel  dicker  orangegelher  Belag. 

Der  Staphylococcus  pyogenes  citreus  bildet  zitronengelbes  Pigment,  der  Staphylo- 
coccus albus  weiße  Kolonien.  Sonst  verhalten  sie  sich  wie  der  Staphylococcus  aureus. 

Streptococcus  pyogenes  wächst  gewöhnlich  bei  Zimmertemperatur  schlecht, 
ohne  die  Gelatine  zu  verflüssigen,  am  besten  hei  35 — 37®.  Auf  Agarplatten 
bilden  die  Kolonien  feine  granulierte  Pünktchen,  in  der  Stich-  und  Strichkultur  ein- 
zelne, nicht  konfluierende  Pünktchen.  In  Bouillon  sehr  gutes  Wachstum  unter  Bil- 
dung eines  flockigen  Bodensatzes.  Pacultativ  anaerob.  Auf  Kartoffeln  kein  oder 
sehr  kümmerliches  Wachstum. 

Erysipelkokkeu. 

Der  dem  Streptococcus  pyogenes  morpliologiscli  so  sehr  ähnliche 
Streptococcus  des  Erysipels  verhält  sich  auch  Farblösungen  gegen- 
über ganz  gleich.  Er  färbt  sich  auch  gut  nach  Gram. 

Kultur;  Erysipelcoccus  wächst  auch  ganz  ähnlich  wie  Streptococcus  pyogenes. 

Gonokokken. 

Die  Gonokokken  liegen  zum  großen  Teil  innerhalb  der  Eiter- 
zellen, und  es  erleichtert  diese  charakteristische  Lage  die  Diagnose 
sehr.  Die  Untersuchung  geschieht  an  Deckgläsern,  die  mit  dem  Eiter 
der  Harnröhrenschleimhaut,  der  Cervixschleimhaut,  der  Tube  usw.  oder 
der  Konjunktiva  bestrichen  sind. 

In  Tripperflecken  auf  Wäsche  kann  man  die  Gonokokken  noch 
nach  langer  Zeit  nachweisen,  wenn  man  die  Schüppchen  abschabt,  in 
Wasser  aufquellen  läßt  und  dann  auf  dem  Deckglas  färbt. 

Die  Färbung  frischen,  nicht  flxierten  Eiters,  welche  eine  sehr 
schnelle  Diagnose  gestattet,  wird  mit  Neutralrot  bewirkt.  Von  diesem 
setzt  man  ein  Körnchen  in  Substanz  oder  1 Tropfen  einer  kalt  ge- 
sättigten Lösung  1 : 100  Kochsalzlösung  zu  dem  Eiter.  Die  intra- 
zellulären Gonokokken  sind  dann  die  ersten  Elemente,  die  den  Farb- 
stoff annehmen. 

Auch  fixierte  Präparate  färben  sich  schnell  in  kalt  gesättigter 
Neutralrotlösung  20  : 100  Wasser. 

Die  Färbung  fixierter  Präparate  geschieht  mit  wässerigen  Farb- 
lösungen. Nach  Gram  entfärben  sich  die  Gonokokken,  was  für  die 
Differentialdiagnose  von  Wichtigkeit  ist. 

Eine  Doppeltärbung  erreicht  man  nach  folgender  Methode: 

1)  Färben  2-  3 Minuten  lang  in  alkoholischer  Eosinlösung, 
eventuell  in  der  Wärme. 

2)  Absaugen  des  überschüssigen  Eosins  mit  Fließpapier. 
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8)  Färben  */o  Minute  lang  in  alkoholischer  Methylenblaiüösung 

4)  Abwaschen  in  M'asser. 

Es  erscheinen  dann  die  Kokken  blau,  die  Zellen  rot. 

J.  Schütz  empfiehlt  folgendes  Verfahren: 

1)  Färben  der  Deckglastrockenpräparate  in  einer  gesättigten 
Lösung  von  Methylenblau  in  5-proz.  Karbolwasser,  5 bis 
10  Minuten  lang. 

2)  3 Sekunden  lang  Verweilen  in  Essigsäure wasser : Acid.  acetic. 
dilut.  5 Tropfen:  Aqua  20. 

3)  Gründliches  Abspülen  in  Wasser. 

4)  Nachfärben  in  sehr  verdünnter  Saffraninlösung. 

5)  Trocknen  mit  Fließpapier.  Kanadabalsam. 

Auch  die  Doppelfärbung  von  Pick-Jacobsohn  (p.  80)  gibt  gute 
Resultate. 

Auf  einem  ähnlichen  Prinzip  wie  diese  beruht  die  Färbung  von 
Lang:  Vorrätig  zu  haltende  gesättigte  Lösungen  von  Thionin  und 
Fuchsin  in  2-proz.  Karbolwasser  werden  vor  dem  Gebrauch  im  Ver- 
hältnis 4:1  gemischt.  Färben  Minute.  Gonokokken  durch 

das  Thionin  stark  gefärbt. 

Für  Schnittpräparate  empfiehlt  Touton  Färbung  mit  Karbol- 
fuchsin und  nachfolgendes  Auswaschen  in  Alkohol. 

Kultur:  Zur  Züchtung  des  Gonococcus  verwendet  man  eine  Mischung  von 
3 Teilen  Einderhlut-  oder  Menschenhlutserum  mit  1 Teil  alkalisierter  und  filtrierter 
Bouillon  und:  FleischAva.sser , Pepton  l“|o,  Kochsalz  1,5%,  Traubenzucker  1%. 
Diskontinuierliche  Sterilisation  in  mehreren  Tagen.  Ein  anderes  Verfahren  besteht 
darin,  dall  mun  den  Eiter  in  Blutserum  von  40°  bringt  und  zwei  weitere  Ver- 
dünnungen herstellt.  Dann  werden  die  drei  Röhren  mit  der  gleichen  Menge  von 
2-proz.  Agar  vermengt,  welches  auf  40°  abgekühlt  ist,  und  von  dem  Gemisch  drei 
Platten  oder  Schalen  gegossen. 

Kiefer  empfiehlt  Ascitesagar.  Ascitesflüssigkeit  wird  filtriert,  in  Reagenz- 
gläser gefüllt  und  bei  62°  fraktioniert  sterilisiert.  Dann  werden  gleiche  Mengen 
dieser  Flüssigkeit  und  verflüssigten,  auf  50  ° abgekühlten  Agars  (Agar  3,5  % ; Pepton 
5 % ; Glyzerin  2 °/o ; Kochsalz  0,5  %)  vermischt  und  in  Petrischälchen  ausgegossen. 

Statt  des  Blutserums  und  der  Ascitesflüssigkeit  hat  man  in  neuerer  Zeit  auch 
gleiche  Mengen  steril  aufgefangenen,  oder  durch  halbstündiges  Erhitzen  auf  70— 80° 
sterilisierten  Urins  verwandt. 

Die  Kolonien  sind  im  Zentrum  dunkler,  in  der  Peripherie  zarter  feinkörniger 
Belag.  Im  Strich  auf  Blutserumagar  einzelne  graue  Kolonien,  die  später  zu  einem 
zähschleimigen  Rasen  konfluieren. 

Wachstum  nur  bei  37°. 

Thalmann  hat  sich  zur  Züchtung  der  Gonokokken  mit  Vorteil  des  von  FiCKER 
angegebenen  Hirnnährbodens  bedient  (s.  p.  108)  auch  in  der  einfacheren  V eise,  daß 
er  Pferdehirn  in  einem  leeren  Gefäß  1 Stunde  lang  im  Dampftopf  ließ,  in  Scheib- 
chen zerschnitt  und  diese  2 mal  V2  Stunde  lang  in  PETRi’schen  Schalen  im  Dampf- 
topf sterilisierte. 

Pneumoniecoccus  von  Fbaenkel-AVeichselbaum. 

Der  lanzettförmige  Diplococcus  von  Fkaenkel-AVeichselbahm 
kommt  am  häufigsten  bei  Pneumonie  vor;  er  ist  von  einer  Kapsel 
umgeben,  die  bei  der  gewöhnlichen  Färbungsmethode  ungefärbt  bleibt. 
Zu  beachten  ist  aber,  daß  er  sich  nicht  nur  in  der  Lunge  bei 
pöser  Pneumonie  findet,  sondern  daß  er  namentlich  auch  in  den  Ex- 
kreszenzen der  frischen  Endocarditis  und  in  dem  Eiter  der  Cerebio- 
spinalmeningitis  oft  nachgewiesen  ist.  Er  färbt  sich  mit  den  gewöhn- 
lichen wässerigen  Farblösungen.  Sehr  bewährt  hat  sich  auch  die 
Färbung  in  Karbolfuchsin  (Fuchsin  1;  5-proz.  Karbol wassei  100). 
Dei  mehrstündigem  Verweilen  in  der  Lösung  erscheint  der  Coccus 
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selbst  intensiv  rot  gefärbt,  die  Kapsel  hat  einen  leichten  rötlichen 
Farbenton.  "Wegen  tler  Kapseldarstelliing  siehe  auch  Fiuedländee’s 
Kapselbacillus.  , 

Der  Pneiiinoniecoccns  von  Fraenkel-Weichselbaum  färbt  sich, 
was  besonders  hervorzuheben  ist,  auch  nach  Gkam;  es  ist  das  ein 
für  die  Dilferentialdiagnose  sehr  wichtiger  Unterschied  gegenüber 
dem  Kapselbacillus  Friedländek’s. 

Kultur:  Der  Piieumococcus  wächst  langsam,  nicht  unter  24®.  Optimum  35®. 
Auf  Gelatine  meist  schlechtes  Wachstum,  ohne  Verflüssigung.  AVächst  nur  auf 
schwach  alkalischem  Agar.  Auf  Agarplatte  in  Form  kleiner, ..durchsichtiger,  feiner 
Tröpfchen,  im  Strich  ähnlich.  Auf  Blutserum  als  schleimiger  Überzug,  der  aus  ein- 
zelnen Tröpfchen  zusammengesetzt  ist. 

Diplococcus  intracellularis  ineiiiugitidis. 

Färbt  sich  am  besten  mit  Methylenblau,  in  Deckglastrocken- 
präparaten leicht,  in  Schnitten  etwas  schwieriger.  Ausstrich-  und- 
Kulturpräparate  färben  sich  nach  Gkam,  Schnitte  nicht. 

Kultur:  Wachstum  nur  hei  Brüttemperatur  auf  den  gebräuchlichen  Nähr- 
böden. Auf  Glyzerinagar  schleimartige  graue  Kolonien.  Am  besten  eignet  sich 
LöFFLEu’sches  Blutserum. 

FRiEüLÄNDER’s  Ktipsclbacillus. 

Der  FKiEDLÄNDEB’sche  Kapselbacillns  färbt  sich  ebenfalls  gut  mit 
Avässerigen  Farblösungen,  wobei  die  Kapsel  ungefärbt  bleibt.  Er  ent- 
färbt sich  nach  Grajm. 

Will  man  die  Kapsel  in  Schnitten  mitfärben,  so  verfährt  mau 
folgendermaßen : 

1)  Färben  24  Stunden  lang  in  der  Wärme  in: 

konz.  alkoholischer  Gentianaviolettlösung  50,0 
Aqua  destillata  100,0 

Eisessig  10,0 

2)  Auswaschen  in  1-proz.  Essigsäure. 

3)  Alkohol. 

4)  Kanadabalsam. 

Auf  diese  Weise  färbt  sich  die  Kapsel  blaßblau,  die  zentrale 
Partie  dagegen  tiefblau.  Wenn  man  den  Grad  der  Entfärbung  nicht 
richtig  trifft,  so  bleibt  auch  die  Kapsel  dunkelblau  gefärbt. 

Für  Deckglaspräparate  hat  Friedländer  zur  Färbung  der  Kapsel 
folgendes  Verfahren  angegeben: 

1)  Die  dreimal  durch  die  Flamme  gezogenen  Präparate  werden 
einige  Minuten  lang  in  Essigsäure  gelegt. 

2)  Entfernen  der  Essigsäure  durch  Blasen  mit  einem  Glasrohr 
und  schnelles  Trocknen  an  der  Luft. 

3)  Färben  einige  Sekunden  lang  in  gesättigter  Anilinwasser- 
gentianaviolettlösung. 

4)  Abspülen  in  Wasser;  Trocknen  zwisclien  Fließpapier;  Kanada- 
balsam. 

Ribbert  verfährt  zur  Darstellung  der  Kapsel  nach  folgender  Methode  • 

1)  Farben  wenige  Minuten  lang  in  einer  in  der  Wärme  gesättigten 
Lösung  von: 

Dahlia 

AVasser  100,0 
Alkohol  50,0 

Eisessig  12,5 

V.  Kahlden,  Technik  der  histologischen  Untersuchung.  7.  Aull. 


7 


98  Milzbraudbazillen.  Bazillen  des  malignen  Ödems.  Diphteriebacillus. 


2)  Abspiilen  in  Wasser.  Trocknen.  Kanadabalsam. 

Die  Bakterien  ersclieinen  tiefblau,  die  Kapsel  hellblau.  Wenn 
aber  die  Farblösung  zu  lange  einwirkt,  so  erscheint  auch  die  Kapsel 
tiefblau  und  läßt  sich  dann  nicht  mehr  von  den  Kokken  unterscheiden. 

Zur  Kapselfärbnng  empfiehlt  Nicolle  4 — 6 Sekunden  langes 
Färben  in  Karbolgentiana  und  schnelles  Übertragen  in  Alkohol,  dem 
Vs  Aceton  zugesetzt  ist. 

Kultur:  Der  FBiEDLÄNDEB’sche  Bacillus  wächst  schon  bei  Zimmertemperatur 
gut.  Auf  Gelatine  porzellanartige  glänzende  Knopfchen,  in  Stichkultur  weißlicher 
Strich,  ohne  zu  verflüssigen,  Agarstrichkultur  weißlicher  Käsen,  auf  Kartoffeln  gelb- 
liche, feuchte  Massen  mit  Gasentwicklung. 


IWilzbraiidbazilleii. 

Die  Milzbrandbazillen  färben  sich  gut  in  den  gewöhnlichen  wässe- 
rigen Lösungen,  auch  in  Saffranin  3,0:100  Wasser,  bei  Siedehitze  ge- 
löst, nach  dem  Erkalten  filtriert.  Diese  Färbung  soll  nach  Ott  die 
Struktur  besonders  deutlich  hervortreten  lassen.  Sie  färben  sich  auch 
gut  nach  Gram. 

Für  Schuittpräparate  ist  diese  letztere  Färbung  mit  nachfolgender 
Bismarckbraunfärbnng  (s.  p.  86)  anzuwenden  oder  die  WEiGERx’sche 
Färbung  (s.  p.  86)  mit  vorheriger  Färbung  in  Lithionkarmin.  Außer- 
dem gibt  aber  auch  gerade  bei  Milzbrandschnittpräparaten  die  ein- 
fache Färbung  in  starker  wässeriger  Gentianaviolettlösung  und  nach- 
heriges  Auswaschen  in  absolutem  Alkohol  (s.  p.  85)  sehr  gute  Bilder. 
Die  Kerne  sind  hellblau,  die  Milzbrandbazillen  dunkelblau  gefärbt. 

Die  Sporenfärbung  wird  in  der  p.  88  erwähnten  Weise  vor- 
genommen. 

Der  Milzbrandbazillus  ist  unbeweglich;  er  wächst  auf  Gelatine, 
Agar,  Blutserum,  Kartoffeln  und  in  Bouillon.  Minimum  12  C.  Opti- 
mum 35°.  Maximum  45°. 

Kultur:  Auf  Gelatineplatten  rundliche,  leicht  gelbliche  Kolonien,  bei  schwa- 
cher Vergrößerung  in  der  Peripherie  ein  Gewirr  von  unregelmäßigen,  welligen  Fäden, 
die  oft  peitschenschnurartig  umbiegen.  Im  Zentrum  dichte  Knäuel  Langsame 
Verflüssigung.  Gelatinestichkultur  weißliche  Streifen,  unter  Verflüssigung  eine 
Wolke  bildend,  von  der  seitliche  Fortsätze  ausgehen.  Auf  Agar  dicker  Belag,  auf 
Kartoffel  trockene  weißliche  Rasen,  bei  Brüttemperatur  hier  reichliche 
Sporenbildung.  Man  kann  Sporenfäden  herstellen,  indem  man  Seidenfäden  mit 
Aufschwemmung  von  Kartoffelkultur  durchtränkt. 


Bazillen  des  nialigneii  Ödems. 

Die  Bazillen  des  malignen  Ödems  sind  etwas  schlanker  als  die 
Milzbrandbazillen,  denen  sie  sonst  sehr  ähnlich  sehen.  Sie  färben  sich 
in  wässerigen  Lösungen  von  Gentianaviolett;  nach  Gram  entfärben 
sie  sich  (s.  jedoch  Modifikation  von  Claudius,  p.  81). 

Kultur:  Nur  bei  Sauerstoffabschluß  züchtbar,  am  besten  bei  Körpertemperatur. 
Auf  Gelatineplatteii  bildet  die  Kultur  kleine  glänzende  Hohlkugeln, 

Flüssigkeit  gefüllt  sind.  In  der  Gelatinestichkultur  Verflüssigung  und  Trübung 
unter  Bildung  von  Gasblasen.  Auf  Agar  (am  besten  mit  2-proz.  Traubenzucker) 
diffus  wolkige  Trübung  und  Gasentwicklung.  Züchtung  auch  im  Innern  von  ge- 
kochten Kartoffeln  möglich.  Bouillon  wird  anfangs  diffus  getrübt,  spater  weiß- 
licher Bodensatz. 


Diphtlieriebacillus. 

In  den  diphtlieritischen  Membranen  findet  sicli  eine  Anzahl  ver- 
schiedener Arten  von  Kokken  und  Stäbchen,  die  sicli  mit  den  gewöhn- 
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liclien  Farblösungen  gut  tiugieren.  Außerdem  aber  hat  LürFLEii  ein 
Stäbchen  beschrieben,  das  ziemlich  kurz  und  etwas  gekrümmt  er- 
scheint, und  das  sich  besonders  gut  mit  Löffleu’s  Methylenblau, 
aber  auch  mit  sonstigen  wässerigen  Farblösungen  färbt  und  zu  der 
Diphtherie  in  ätiologischer  Beziehung  steht.  Nach  Gram  wird  der 
Diplitheriebacillus  nur  dann  entfärbt,  wenn  man  zu  starke  Entfärbung 

anwendet.  , . 

Plaut  empfiehlt  als  bestes  Färbungsmittel  5 Teile  konz.  alko- 
holische Gentianaviolettlösung  in  100  Teilen  Anilinwasser.  Bei  scho- 
nender Anwendung  des  absoluten  Alkohols  vertragen  hierbei  die  Bazillen 
die  GBAM’sche  Färbung;  noch  besser  ist  es,  wenn  man  statt  des 
Alkohols  zum  Entfärben  Anilinöl  verwendet.  Auch  verdünntes  Karbol- 
fuchsin ist  zur  Färbung  geeignet. 

In  neuerer  Zeit  hat  M.  Neisseb  eine  Färbung  zur  Darstellung 
von  Polkörnern  angegeben,  welcher  eine  gewisse  differentiell- 
diagnostische Bedeutung  beigelegt  wird. 

1)  Färben,  1 — 3 Sekunden  lang  in 

Methylenblau  1,0 
90-proz.  Alkohol  20  ccm  dazu 
Aqu.  destillata  950,0 
Eisessig  50  ccm. 

2)  Abspülen  in  Wasser. 

3)  Färben  3—5  Sekunden  lang  in  filtrierter,  bei  Kochen  herge- 
stellter wässeriger  Lösung  von  Bismarckbraun  2:1000. 

4)  Abspülen,  Trocknen,  Balsam. 

Im  braun  gefärbten  Bacillus  treten,  namentlich  an  den  Polen 
2 — 3 blaue  Körnchen  auf.  Zur  Prüfung  müssen  Kulturen  verwendet 
werden,  die  auf  Einderserum  9 — 24  Stunden  gewachsen  sind. 

Die  Entnahme  des  üntersuchungsmaterials  aus  dem  Eachen  zur 
Feststellung  der  Diagnose  geschieht  mittels  sterilisierter  Wattebäusch- 
chen,  die  gut  verschlossen,  am  besten  in  einem  Eeagenzglase,  an  eine 
Untersuchungsstation  versandt  werden  können. 

Kultur:  Der  Diphtheriebacillus  wächst  nur  hei  Temperaturen  über  20®,  Op- 
timum 37 ®.  Auf  Gelatineplatte  rundliche  weiße  Kolonien,  ohne  zu  verflüssigen, 
in  der  Gelatinestichkultur  kleine  rundliche  Kolonien.  Gut  ist  Glyzerinagar.  Hier 
grauweiße  Kolonien.  Auf  alkalisch  gemachten  Kartoffeln  grauweißer  Belag.  Am 
besten  auf  Fleischiufuspepton-Zuckerserum  = LöFPLEn’sches  Serum  (3  Teile  Einder- 
oder  Hammelhlutserum  mit  1 Teil  Bouillon,  welche  je  1,0%  Pepton  und  Zucker 
und  0,5  ®/o  NaCl  enthält)  dicker,  gelblichweißer,  glänzender  Überzug.  Auf  diesem 
Nährboden  geht  das  Wachstum  am  schnellsten  vor  sich. 

Nach  der  Methode  von  0.  Pbänkel  bereitet  man  sich  diesen  Nährboden  am 
bequemsten  und  schnellsten  so,  daß  man  das  vom  Schlachthofe  bezogene  Serum  un- 
filtriert  mit  der  Zuckerhouillon  mischt,  hei  70®  erstarrt,  und  mehrmals  in  Dampf 
sterilisiert.  Die  Undurchsichtigkeit  des  Serums  beeinträchtigt  die  Oberflächenkultur 
nicht.  Bei  Meerschweinchen  an  der  Impfstelle  großes,  meist  hämorrhagisches  Infiltrat. 

Bazillen  des  Rhinoskleroins. 

Der  bei  Ehinosklerom  gefundene  Bacillus  besitzt  eine  Sclileim- 
hülle,  ähnlich  dem  FRiEDLÄNDER’schen  Kapselbacillus ; er  unterscheidet 
sich  aber  von  diesem  sehr  wesentlich  dadurch,  daß  er  sich  nach 
Gram  färbt. 

WoLKOwiTscH  hat  folgende  Färliungsmethoden  angegeben: 

A)  Schnitte. 

1)  Färben  24—48  Stunden  lang  in  Anilinwassergentianaviolett. 

7* 
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2)  Abspülen  in  Wasser. 

3)  1. — ^ Minuten  lang  in  Jodiodkalilosiino- 

4)  Übertragen  in  absoluten  Alkohol. 

5)  Nelkenöl,  in  welchem  den  Schnitten  noch  ziemlich  viel  Farbe 

entzogen  wird.  ^ x 

Statt  Jodjodkalilösimg  kann  man  auch  Pikrinsäure  in  wässerig- 
alkoholischer  Losung  pwenden.  Da  diese  aber  viel  schneller  enl 
färbt,  so  verweilen  in  ihr  die  Schnitte  nur  einige  Sekunden 

Die  Kapseln  färben  sich  nur  gut  an  in  Alkohol  gehärteten  Prä- 
pcir8,L6n. 

Die  hyalinen  Massen  im  Ehinosklerom  färben  sich  nach  Wol- 
KOwiTscH  intensiv  mit  Methylviolett,  Gentianaviolett,  Methylenblau 
und  Fuchsin,  weniger  mit  Saffranin,  gar  nicht  mit  Hämatoxylin,  da- 
gegen  sehr  gut  in  Eosiu.  Daher  ist  Doppelfärbung  mit  Hämatoxylin 
und  Eosin  sehr  zu  empfehlen. 


B.  Deckglaspräparate  von  Kulturen. 

1)  Antrocknen  usw. 

2)  Einige  Sekunden  in  1-proz.  Essigsäure. 

3)  Trocknen. 

4)  1 Minute  lang  in  starke  Anilinwassergentianaviolettlösung. 

5)  Abspülen  in  Wasser. 

6)  Einige  Sekunden  lang  in  1 — 2-proz.  Eosinlösung. 

7)  übertragen  in  60-proz.  Alkohol. 

8)  Wasser. 

9)  Trocknen.  Kanadabalsam. 


Stepanow  empfiehlt  für  Schnitte  folgendes  Verfahren: 

1)  Färben  ^|^ — 1 Stunde  lang  in  Karbolgentianaviolett  oder  24 — 36 
Stunden  lang  in  Löfflek’s  Methyleiiblaulösung. 

2)  Sehr  kurze  Extraktion  mit  V4— Vs-pi’oz.  Essigsäui’e  haltigem 
Spiritus  oder  einfach  mit  Spiritus. 

Kultur:  Der  Eliinosklerombacillus  zeigt  auch  in  seinem  Wachstum  große 
Ähnlichkeit  mit  dem  FniEDLÄNDER’schen  KapselhacUlus. 


Tetaniisbacilliis. 

Färbt  sich  gut  in  wässerigen  Anilinfarbstoff lösungen;  auch  nach 
der  GuAM’schen  Methode  gelingt  die  Färbung.  Sporenbildend. 

Kultur:  Der  Tetanushacillus  wächst  nur  bei  0- Abschluß,  nicht  unter  16“, 
Optimum  36 — 38“.  Dem  Nährboden  wird  2-proz.  Traubenzucker  zugesetzt. 

Aus  Eiter  werden  Eeinkulturen  in  der  Art  gewonnen,  daß  man 
die  zunächst  erhaltenen  Mischkulturen  mehrere  Tage  lang  in  Eeagenz- 
gläschen  mit  Bouillon,  in  denen  der  Sauerstoff  durch  Wasserstoff  ver- 
drängt ist,  je  V2  Stunde  auf  80“  erhitzt,  so  daß  alle  Bakterien  mit 
Ausnahme  der  Tetanussporen  abgetötet  werden.  Auf  Gelatineplatten 
Wachstum  nach  4 Tagen,  weiße,  in  der  Mitte  dichte,  am  Eande  feine 
strahlige  Kolonien,  welche  die  Gelatine  langsam  verflüssigen. 
In  hoher  Stichkultur  weißlichgrauer  Strich  mit  zahlreichen  Ausläufern 
nach  der  Seite.  Auf  Agar  ähnliches  Wachstum.  In  Traubenzucker- 
bouillon sehr  rasches  Wachstum  unter  Trübung  und  starker  Gasent- 
wicklung. Später  Bodensatz. 

Auf  Blutserum  flache  Vertiefungen,  später  zerspaltet  sich  der 
Nährboden. 


Eauschbrandbacillus.  Rotzbazillen. 
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Färbt  sieb  gut  in  den  gewöhnlichen  wässerigen  Farbstoff lösnugen; 
nach  Gram  wird  er  entfärbt  (s.  jedocli  Modifikation  von  Claudius 

p.  81). 

Kultur:  Der  Rauschbrandbacillus  wächst  nur  anaerob,  nicht  unter  14“  C. 
Optimum  37“.  Auf  Gelatiueplatten  granulierte  Kolonien,  welche  verflüssigen  und 
dann  strahlenförmige  Fächer  in  die  Gelatine  entsenden.  In  hoher  Kultur  Gas- 
entwicklung. 

Rotzbazilleii. 

Sie  färben  sich  nicht  nach  Gram.  Die  einfachen  wässerigen 
Lösungen  färben  zwar  Deckglaspräparate,  aber  wenig  intensiv.  Al- 
kalische Lösungen  färben  viel  besser;  ebenso  Anilinwassergentiana- 
violettlösnng,  der  gleiche  Teile  einer  Kalilösung  1 : 10000  zugesetzt 
sind.  Die  Mischung  muß  jedesmal  frisch  bereitet  werden.  Vor  dem 
Auswaschen  kann  in  einer  schwachen  Essigsäurelösung  (1-proz.),  der 
etwas  Tropäolin  zugesetzt  ist,  kurze  Zeit  entfärbt  werden.  Das 
letztere  hat  den  Vorteil,  daß  es  das  Zellprotoplasma  ganz,  und  die 
Kerne  wenigstens  etwas  entfärbt  und  so  die  Bazillen  deutlich  hervor- 
treten läßt. 

Die  Färbung  (nach  Löffler)  ist  demnach  folgende: 

1)  Färben  5 Minuten  lang  in  alkalischer  Methylenblaulösung  oder 
Anilinwassergentianaviolettlösung  mit  Kalizusatz. 

2)  1 Sekunde  in  durch  Tropäolin  weingelb  gefärbte  Essigsäure. 

3)  Schnelles  Auswaschen  in  destilliertem  Wasser. 

4)  Alkohol  — Öl  — Kanadabalsam. 

Gewebsschnitte  werden  ebenso  gefärbt ; zur  partiellen  Entfärbung 
dient  aber  statt  der  Tropäolinessigsäure  5 Sekunden  langes  Ver- 
weilen in 

Aqu.  destülata  10,0 

konzentrierte  schweflige  Säure  2 Tropfen 
5-proz.  Oxalsäure  1 Tropfen. 

Empfehlenswert  ist  es  noch,  wenn  man  die  Schnitte  unmittelbar 
vor  der  Färbung  einige  Miiraten  in  Kalilösung  1 : 10000  legt. 

Es  gelingt  aber  auch  mit  dieser  Methode  nicht,  eine  ganz  isolierte 
Färbung  der  Kotzbazillen  herbeizuführen. 

Kühee  empfiehlt  zur  Färbung  der  Rotzbazillen  das  von  ihm  an- 
gegebene Methylenblauverfahreu  (s.  p.  87).  Man  kann  mit  demselben 
auch  eine  Doppelfärbung  verbinden,  wenn  man  dem  zum  Aufhellen 
benutzten  Terpentinöl  etwas  Saff'ranin  zusetzt. 

Schütz  hat  für  Schnitte  das  folgende  Verfahren  empfohlen: 

1)  Färben  24  Stunden  lang  in: 

konz.  alkohol.  Methylenblaulösung  i zu  gleichen 
Kalilauge  1 : 1000  / Teilen, 

2)  Auswaschen  in  angesäuertem  AVasser.  ’ 

3)  5 Minuten  in  absolutem  Alkohol. 

4)  Cedernöl,  Kanadabalsam. 

Alle  Methoden  liaben  den  Nachteil,  daß  sie  häufig  das  Gewebe 
selbst  zu  stark  mitfärben,  oder  daß  bei  genügender  Entfärbung  des 
Gewebes  auch  ein  Teil  der  Bazillen  die  Farbe  verliert.  Um  diesen 
iNachteilen  zu  begegnen,  empfiehlt  Noniewicz  folgendes  Verfahren- 
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1)  Färben  2—5  Minuten  in  der  LÖFFLER’schen  Metliylenblau- 
lösung. 

2)  Auswaschen  in  destilliertem  Wasser. 

3)  Entfärben,  1 — 5 Sekunden  lang,  je  nach  der  Dicke  der  Schnitte 
in  einer  Lösung  von 

Vo-proz.  Essigsäure  75  Teile 

Vo-proz.  wässerige  Lösung  von  Tropäolin  (00)  25  „ 

4)  Auswaschen  in  destilliertem  Wasser. 

5)  Ausbreiten  auf  dem  Objektträger,  Entwässern  der  Schnitte, 
zunächst  mit  Fließpapier,  dann  an  der  Luft  oder  über  der 
Spiritusflamme. 

6)  Auf  hellen  durch  fortwährend  aufgetropftes  Xylol  (Nelken-, 
Origanum-,  Aniliuöl  zu  vermeiden). 

7)  Kanadabalsam. 

Die  Eotzbazillen  erscheinen  dunkel-  bis  schwarzblau,  das  Gewebe 
hellblau  gefärbt.  Für  Schnitte  eignet  sich  auch  das  von  Nikifoboff 
(s.  p.  112)  angegebene  Färbeverfaliren  für  Eekurrensspirillen. 

Kultur:  Der  Eotzbacillus  wächst  nicht  unter  20®,  Optimum  37®.  Auf  Agar- 
platten (am  besten  Glyzerinagar)  hellgelbe  Auflagerungen , in  der  Strichkultur 
tröpfchenartige,  grauweiCe  Kolonien,  auf  Blutserum  in  Form  kleiner,  getrennt  blei- 
bender Tröpfchen,  sehr  charakteristisches  Wachstum  auf  Kartoffel  als  gelbbrauner, 
später  dunkelbrauner  Belag.  Eeinkultureu  erhält  man  aus  Eiter  am  besten  so,  daß 
man  mit  demselben  zunächst  bei  Meerschweinchen  eine  intraperitoneale  Injektion 
macht. 

Bacillus  der  Mäuseseptikämie. 

Bacillus  des  Scliweiuerotlaufs. 

Beide  sind  einander  in  ihrem  morphologischen  und  tinktoriellen 
Verhalten  sehr  ähnlich.  Sie  färben  sich  leicht  mit  wässerigen  Farb- 
lösungen und  nach  der  GuAM’schen  Methode. 

Kultur:  Die  Bazillen  der  Mäuseseptikämie  und  des  Schweinerotlaufs  verhalten 
sich  auch  in  der  Kultur  sehr  ähnlich. 

Wachstum  hei  Zimmertemperatur.  Auf  Gelatineplatten  Wachstum  in  der  Tiefe 
in  Form  von  weißlichen  Wölkchen,  daneben  dellenartige  Einziehung.  Im  Stich  in 
Form  weißer,  nicht  umschriebener  Wölkchen.  Nicht  verflüssigend.  Auf  Agar 
gelblich-weiße  Kolonien. 

Iiiflueuzabacilliis. 

Die  Färbung  gelingt  verhältnismäßig  nur  schwer,  am  besten  mit 
Karbolfuchsin  oder  Löffleb’s  Methylenblau.  Nach  Gram  werden  die 
Bazillen  entfärbt. 

Kultur:  Gelingt  nur  aerob  und  nur  bei  Brüttemperatiu-.  Bedingung  ist 
außerdem  die  Anwesenheit  von  Hämoglobin;  zu  dem  Zwecke  streicht  man  auf  die 
Oberfläche  des  Agars  eine  dünne  Lage  Blut  (Mensch,  Kaninchen,  Meerschweinchen, 

Taube).  , ..  • • 

Das  Wachstum  erfolgt  in  Form  von  wasserhellen  Tröpfchen,  die,  wenn  sie  nicht 
zusammenfließen,  so  klein  sind,  daß  sie  nur  mit  der  Lupe  gut  zu  sehen  sind.  Die 
konfluierten  Kolonien  sind  ebenfalls  transparent.  Vor  der  Aussaat  verteilt  mau  das 
zu  untersuchende  Material  am  besten  in  1 — 2 ccm  Bouillon,  damit  die  Kolonien  nicht 

so  dicht  nebeneinander  wachsen.  . , • v 

Auch  in  Bouillon,  die  mit  Blut  gemischt  ist,  findet  ziemlich  energisches  W achs- 

tum  statt. 

Typliusbazilleii. 

Sie  finden  sich  beim  Abdomiualtyphus  in  der  Darmschleimhaut, 
im  Follikelapparat,  in  den  Mesenterialdrüsen,  in  der  Milz,  in  der  Leber, 
in  den  Dejektionen  etc.  Sie  färben  sich  nicht  nach  Gram. 


V 


Typliusbacillus. 
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In  Deckglaspräparaten  sind  sie  mit  den  gewöhnlichen  wässerigen 
Lösungen,  namentlich  auch  mit  Fuchsin  zu  färben.  Die  Färbung  ge- 
lingt leichter  bei  Erwärmen.  Auch  Thionin  ist  ein  geeignetes  Färbe- 
mittel. Abspülen  in  Wasser  (nicht  Alkohol).  In  Schnitten  unter- 
scheiden sich  die  Typhusbazillen  von  einer  Eeihe  von  Fäulnisbazillen, 
denen  sie  sonst  morphologisch  sehr  ähnlich  sind,  dadurch,  daß  sie 
keine  so  scharfe  Färbung  annehmen  wie  letztere.  Für  Schnitte  sind 
als  Farblösungen  besonders  geeignet  LörFUEii’s  Methylenblau  oder 
Karbolfuchsin.  Es  empfiehlt  sich,  die  Schnitte  24  Stunden  in  der 
Farblösung  zu  belassen  und  nur  kurz  mit  Alkohol  zu  behandeln. 

Kultur:  Der  Typhusbacillus  wächst  bei  Zinimerteinperatur , Optimum  31°. 
Bildet  iu  Ctelatineplattenkulturen  grauweißliche  Kolonien,  oft  mit  einem  bräunlichen 
Schimmer,  welche  n i c h t v e r f 1 ü s s i g e n.  In  der  Stichkultur  hauptsächliches  Wachs- 
tum au  der  Oberfläche  des  Einstichs  als  grauweißer  Belag  mit  zackigem  Band, 
Agarstichkultur  oberflächlicher  weißer  Belag.  Auf  Blutserum  längs  des  Impfstriches 
weißlicher  Belag.  Auf  Kartoffel  in  Form  eines  Häutchens,  welches  sich  von  der 
Kartoffeloberfläche  meist  nicht  unterscheiden  läßt. 

Ein  guter  Nährboden  für  Typhusbazillen  und  Colibazillen,  die  sich  jedoch  nicht 
immer  auf  ihm  gut  durch  die  Verschiedenheit  des  Wachstums  unterscheiden  lassen, 
ist  die  von  Piokkowski  angegebene  Earngelatine:  2 Tage  lang  gesammelter 
Harn,  der  inzwischen  die  alkalische  Reaktion  angenommen  hat,  wird  mit  0,5  Pepton 
und  3,3 Gelatine  versetzt.  1 Stunde  lang  im  Wasserhade  gekocht,  und  sofort,  ohne 
Anwendung  von  Wärme  filtriert.  Sterilisation  der  gefüllten  Reagenzgläser  im  Dampf 
15  Minuten  lang,  am  folgenden  Tage  noch  10  Minuten  lang.  Auf  diesem  Nährboden 
wachsen  die  Typhusbaziilen  sehr  schnell;  ihre  Kulturen  erscheinen  im  allgemeinen 
gefasert,  während  die  Kolikolonien  kreisrund  sind,  doch  scheinen  letztere  manchmal 
auch  gefasert  zu  sein. 

Sicherer  gelingt  die  kulturelle  Differentialdiagnose  durch  Zusatz  von  Neutral- 
rot zu  der  Gelatine  oder  dem  Agarnährboden.  Die  Typhusbazillen  bewirken  keine 
Farbänderung,  oder  höchstens  entsprechend  ihrer  Säurebildung  eine  schwache  Rot- 
färbung in  der  Gegend  ihres  Wachstums,  die  Colibazillen  aber  bewirken  eine  intensiv 
grüne  Fluoreszenz  durch  ihre  Reduktiouskraft. 

Außerdem  kommen  differentiell-diagnostisch  folgende  Punkte  iu 
Betracht.  Der  Typhusbazillus  vergährt  im  Gegensatz  zu  dem  Koli- 
bazillus  Traubenzucker  nicht,  bildet  kein  Indol  und  bringt  die  Milch 
nicht  zum  Gerinnen.  Der  Typhusbazillus  ist  sehr  beweglich,  der 
KolibaziUus  nur  wenig.  Durch  Typhusimmunserum  und  durch  Blut- 
serum von  Typhuskrankeu  werden  die  Typhusbazillen  unbeweglich 
gemacht  und  zu  Häufchen  zusammengeballt  (agglutiniert).  Von 
dieser  Eigenschaft  macht  man  Gebrauch  zur  Anstellung  der  WIDAL- 
sehen  Reaktion.  Mit  ihrer  Hilfe  bestätigt  man  einerseits  die  klinische 
Typhusdiagnose,  andererseits  kann  man  durch  das  Blutserum  zweifellos 
Typhuskrauker  oder  immunisierter  Tiere  eine  Bazillenkultur  als  Typhus 
identifizieren.  _ Wesentlich  die  Erscheinungen  der  Agglutination  haben 
in  neuester  Zeit  dazu  geführt,  2 verschiedene  typhusähnliche  Bazillen 
als  Paratyphus  abzusondern. 

Zur  Anstellung  der  WroAL’schen  Reaktion  entnimmt  man  von 
dem  betreffenden  Patienten  ca.  10  Tropfen  Blut  (Ohrläppchen,  Beuge- 
seite des  Vorderarms),  stellt  es  in  sterilem  Reagenzglas  kalt,  damit 
sich  Serum  abscheidet.  Nun  stellt  man  sich  von  10— 18  stündigen 
Agarkulturen  eine  Typhusbazillenaufschwemmung  in  steriler  Bouillon 
her  und  versetzt  diese  in  der  ZEiss’schen  Blutzählpipette  oder  in  be- 
sonders konstruierten  Pipetten  in  bestimmten  Verhältnissen  mit  dem 
Blutserum.  Die  Beobachtung  der  Reaktion  kann  makroskopisch  und 
mikroskopisch  vorgenommen  werden.  Entweder  bringt  man  die 
Mischung  in  kleinen  Röhrchen  in  den  Brutschrank,  wobei  sich  bei 
positivem  Ausfall  innerhalb  2 Stunden  die  Bazillen  als  Flocken  und 
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Bodensatz  niedergeschlagen  haben,  oder  man  beobachtet  die  Agglu- 
tination im  hängenden  Tropfen.  Gesichert  ist  die  Typhusdiagnose 
nur,  wenn  hei  größerer  Verdünnung  als  1 ; 80  die  Reaktion  deutlich 
positiv  ist. 

Man  kann  die  Reaktion  auch  an  abgetöteten  Bazillen  (z.  B.  durch 
Formol)  vornehmen  und  auch  noch  angetrocknetes  Blut  verwenden. 
Die  Reaktion  tritt  meist  erst  in  der  2—3.  Krankheitswoche  auf. 

Auch  bei  vielen  auclereu  Bakterienarten  ist  eine  entsprecbende  Reaktion  im 
Blute  vorbehanclelter  Tiere  oder  bei  natürlicher  Infektion  nachweisbar  (Cholera,  Pest, 
Pyocyaneus,  Pneumonie,  Diphtherie  usw.),  doch  hat  ausgedehntere  praktische  Be- 
deutung bis  jetzt  nur  die  Typhusagglutination  erlangt. 

Bacterium  coli  commune. 

Das  Bacterium  coli  commune  färbt  sich  mit  den  gebräuchlichen 
Anilinfarben,  namentlich  mit  Löri’LKR’schem  Methylenblau  oder  mit 
Karbolfuchsin.  Bei  der  GRAM’schen  Methode  wird  es  entfärbt. 

Kultur:  Wächst  bei  Zimmertemperatur  schon  gut.  Optimum  37®.  Auf 
Gelatineplatteu  entstehen  ohne  Verflüssigung  weiOliche  Kolonien,  die  einen  ge- 
zackten oder  auch  einen  glatten  Rand  haben.  In  der  Stichkultur  ist  die  Oberfläche 
halbkugelig  oder  rosettenförmig,  der  Stich  aus  kleinen  weißen  Punkten  zusammengesetzt. 
Auf  Agar  gelblicher  Rasen,  auf  Kartoffel  brauner  Belag,  Bouillon  wird  getrübt.  Das 
Bacterium  coli  ist  wenig  beweglich,  vergährt  Zucker,  produziert  viel  mehr  Säure  in 
Lakmusmolke  oder  auf  Lakmusgelatine,  wie  der  Typhusbacillus. 

Die  augeblichen  Syphilisbazillen. 

Für  die  sog.  Syphilisbazillen  ist  von  Lustgarten  folgendes 
Färbnngsverfahren  angegeben  worden : 

1)  Färben  24  Stunden  lang  bei  Zimmertemperatur  und  dann 
2 Stunden  im  Brütofen  bei  40”  in  Anilinwassergentianaviolett. 

2)  Abspülen  in  Alkohol  absolut.  3 — 5 Minuten. 

3)  Entfärben: 

a)  in  einer  l^o-proz.  wässerigen  Lösung  von  Kali  hyperman- 
ganicum  10  Sekunden,  dann 

b)  in  wässeriger  Lösung  von  reiner  schwefliger  Säure,  wenige 
Sekunden  lang. 

4)  Abspülen  in  AVasser. 

5)  Alkohol,  Nelkenöl,  Xylolkanadabalsam. 

Gewöhnlich  ist  der  Schnitt,  wenn  er  in  AVasser  ausgewaschen 
wird,  noch  nicht  vollständig  entfärbt.  Dann  muß  die  Entfärbung 
(3  a und  b,  4)  nochmals  wiederholt  werden. 

Man  kann  eine  Nachfärbung  mit  Saffranin  anwenden. 

Ein  kürzeres  Verfahren  ist  von  Giacomi  mitgeteüt  worden: 

1)  Färbung  mehrere  Minuten  lang  in  heißem  Anilinwasserfuchsin. 

2)  Auswaschen  in  ganz  verdünnter  wässeriger  Eisenchloridlösung 
(einige  Tropfen  Eisen chloridlösung  auf  eine  Schale  mit  AVasser). 

3)  Entfärben  in  kouz.  Eisenchloridlösung. 

4)  Auswaschen  in  Alkohol  absolut.  .oc.,  i 

Doutrelepont  färbt  mit  wässeriger  Methylviolettlösung  48  Stunden 

lang  und  entfärbt  in  der  gleichen  AVeise  wie  Giacomi. 

Die  im  Smegma  praeputii  vorkommenden  Bazillen  tärben  sicli 
ebenfalls  mit  der  LusTGARTEN’schen  Methode  (s.  auch  p.  109). 


Tulferkelbazilleii. 

Die  Färbungsmetliode  der  Tuberkelbazillen  beruht  auf  einem  ähn- 
lichen Prinzip  wie  die  oben  (p.  88)  angegebene  Sporenfäibung.  L le 
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mit  bestimmten  Farbstofflösimgen  einmal  gefärbten  Bazillen  behalten 
ihre  Färbnng  ancli  bei  Entfärben  mit  stärkeren  Lösungen  von  Mineral- 
säuren bei,  wälirend  alles  iUnüge  im  Präparat  Befindliche,  auch  andere 
Bakterienarten,  entfärbt  werden.  Färbt  man  nun  weiterliin  mit  einer 
zweiten  Anilinfarbe  in  einfacli  wässeriger  Lösung,  die  sich  von  der 
ersten  für  das  Auge  gut  untei'scheidet,  mit  einer  sog.  Kontrastfarbe, 
nach,  so  färbt  diese  die  vorher  entfäi’bten  Kerne,  Bakterien  usw., 
während  die  Tuberkelbazillen  diese  zweite  Farbe  nicht  annehmen.  ^ 

Die  von  Koch  in  Anwendung  gezogene  Lösung  war  mit  Kali- 
lauge zusammengesetzt.  Jetzt  gebrauclit  man  namentlich  Lösungen, 
die  mit  Anilinöl  oder  Karbolsäure  bereitet  sind.  Zur  Anwendung 
kommt  Anilinwasserfuchsin  resp.  Karbolfuchsin  mit  nachträglicher 
Kontrastfärbung  in  Methylenblan,  und  Anilinwassergentianaviolett 
resp.  Karbolwassergentianaviolett  und  als  nachträgliche  Kontrastfarbe 
Bismarckbraun. 

Nach  Koch  enthalten  die  Tuberkelbazillen  zwei  nngesätti^e 
Fettsäuren;  die  eine  ist  in  verdünntem  Alkohol  löslich  und  wird 
leicht  durch  Natronlauge  verseift,  die  andere  löst  sich  nur  in  sieden- 
dem absolutem  Alkohol  oder  Äther  und  ist  schwer  verseifbar.  Beide 
nehmen  die  spezifische  Tuberkelbazillenfärbung  an  und  behalten  sie 
auch  nach  der  Behandlung  mit  Salpetersäure  und  Alkohol ; da  hierbei 
die  erste  Fettsäure  gelöst  wird,  so  bleibt  nur  die  zweite,  in  kaltem 
Alkohol  unlösliche,  zurück,  und  diese  ist  der  Träger  der  eigentlichen 
Tuberkelbazillenfärbuug. 

Auch  bei  der  Tuberkelbazillenfärbung  vmrde  im  Verlaufe  der 
Untersuchungen  das  Erwärmen  der  Farbstoff lösung  als  ein  wichtiges 
Hilfsmittel  erkannt,  welches  namentlich  eine  ganz  beträchtliche  Ab- 
kürzung der  Färbuugszeit  gestattet. 

In  neuerer  Zeit  ist  die  Tuberkelbazillenfärbung  dadurch  noch 
wesentlich  vereinfacht  worden,  daß  man  durch  Vermischen  einer 
Mineralsäure  und  einer  Methylenblaulösung  die  Entfärbung  und  die 
Kontrastfärbung  in  einer  einzigen  Prozedur  vereinigt  (B.  Feaenkel, 
Gäbbet);  doch  ist  dieses  Verfahren  nicht  so  sicher,  wie  die  älteren 
Methoden. 

Außerdem  hat  sich  herausgestellt,  daß  Karbolsäurefuchsin  uuer- 
wärmt  auch  schon  in  kurzer  Zeit  die  Tuberkelbazillen  hinreichend 
intensiv  färbt. 

Die  Methoden  sind  für  Schnitte  und  Trockenpräparate  annähernd 
dieselben,  nur  ist  es  angebracht,  Schnitte  länger,  bis  zu  24  Stunden, 
in  der  Farbe  zu  lassen,  eventuell  bei  Brütofentemperatur. 

Für  die  am  häufigsten  in  der  Praxis  vorkommende  Untersuchung 
von  Sputum  verfährt  man  so,  daß  man  aus  demselben  die  mehr 
bröckligen  Partien  mit  der  Pinzette  entnimmt  und  entweder  mit 
dieser  auf  dem  Deckglas  verteilt  oder  die  Verteilung  auf  dem  Deck- 
glase so  bewirkt,  daß  man  ein  zweites  Deckglas  daran  abreibt;  dann 
lufttiocken  werd6ii  lassen^  dreimal  durch  die  Flamme  ziehen  und 
Fäiben  nach  einer  der  unten  folgenden  Methoden.  Selir  bequem  ist 
auch,  die  V erteilung  des  Materials  auf  dem  Obiektträg’er  vorzunehmen 
und  nach  der  Färbung  ohne  Deckgläschen  direkt  mit  Immersionsöl 
zu  bedecken. 

Um  auch  vereinzelte  Tuberkelbazillen  im  Sputum  und  in  anderen 
flüssigen  Medien  nachweisen  zu  können,  sind  mehrere  Sedinien- 
tierungs verfahren  empfohlen  worden. 
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A.  Sedimentierungsverfahreii  von  Biedert. 

15  ccm  des  zu  uiitersiiclienden  Sputums  werden  mit  etwa  2 Eß- 
lötFel  voll  Wasser  und  mit  — je  nach  der  Dicke  des  Sputums  — 
4-8  Tropfen  (nicht  mehr!)  Natronlauge  verrührt,  unter  fortwährendem 
Umrühren  in  einer  Schale  gekocht  und  allmählich  noch  4—6  Eßlöffel 
Wasser  zngesetzt,  bis  eine  dünnflüssige  Masse  entsteht.  Dann  läßt 
man  in  einem  Spitzglas  2 Tage  lang  sedimentieren,  gießt  die  Flüssig- 
keit ab,  welche  über  dem  Sediment  steht,  und  untersucht  dasselbe. 
Da  das  Sediment  oft  viel  von  der  Klebrigkeit  des  ursprünglichen 
Sputums  verliert,  so  tut  man  gut,  von  letzterem  etwas  zum  Aufkleben 
des  Sediments  auf  dem  Deckglas  aufznbewahren.  Sehr  vorteilhaft 
wird  das  Sedimentierungsverfahreii  nach  vorherigem  Kochen  mit 
Natronlauge  durch  die  Zentrifuge  (s.  p.  8)  ersetzt. 

B.  Sedimentieruugsverfahren  von  Stroschein. 

5—10  ccm  Sputum  werden  je  nach  der  Konsistenz  mit  der  1 — 3- 
fachen  Menge  einer  Mischung  von  Borax-Borsäiirelösung  und  Wasser 
im  Verhältnis  1 : 3 gemischt  und  1 Minute  lang  energisch  geschüttelt. 
Nach  24 — 48  Stunden  ist  die  Sedimentierung  vollendet,  man  unter- 
sucht das  Sediment,  nachdem  man  die  darüberstehende  klare  Flüssig- 
keitsschicht abgegossen  hat. 

Handelt  es  sich  um  den  Nachweis  von  Tuberkelbazillen  in  Ge- 
weben zu  rein  diagnostischen  Zwecken,  ohne  daß  es  auf  das  Lage- 
verhältnis der  Bazillen  zu  den  einzelnen  Bestandteilen  des  Gewebes 
ankommt,  so  nimmt  man  ebenfalls  am  besten  zunächst  eine  Unter- 
suchung des  abgestrichenen  Gewebssaftes  in  Deckglastrockeupräpa- 
raten  vor,  da  dieselbe  natürlich  viel  schneller  und  einfacher  zu  be- 
werkstelligen ist,  als  die  Untersuchung  von  Schnittpräparaten.  Wenn 
die  Untersuchung  des  Gewebssaftes  nicht  zum  Ziel  führt,  kann  man 
noch  die  Untersuchung  von  Schnitten  aureihen.  Die  einzelnen  jetzt 
im  Gebrauch  befindlichen  Methoden  der  Tuberkelbazillenfärbung  sind 
folgende : 

Färbungen:  I.  Verfahren  von  Ehrlich  mit  der  Modifika- 
tion der  Beschleunigung  der  Färbung  durch  Erwärmen. 

1)  Färben  3 — 5 Minuten  lang  in  Anilinwasserfuchsinlösung  (resp. 
Auilinwassergentianaviolett)  (s.  p.  79). 

2)  Entfärben  in  20-proz.  Salpetersäure  — 1 Minute. 

3)  Auswaschen  in  70-proz.  Alkohol,  bis  kein  Farbstoff  mehr  ab- 
gegeben Avird. 

4)  Nachfärbung  in  Methylenblaulösung  (resp.  Bismarckbraun) 
IVo — 2 Minuten. 

5)  Auswaschen  in  AVasser. 

6)  Trocknen  zwischen  Fließpapier. 

7)  Kanadabalsam. 

Anmerk.  Schnitte  werden  länger  gefärbt  und  kommen  aus  dem 
Wasser  in  Alkohol,  dann  in  Xylol  und  schließlich  in  Kanadabalsam. 

II.  Verfahren  von  Ziehl-Neelsen. 

1)  i_5  Minuten  langes  Färben  in  erwärmter  Lösung  von: 
Fuchsin  1,0 

Alkohol  10,0 


Tuberkelbazillen. 
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Acid.  carbol.  conc.  5,0 
Aqua  destillata  100,0 

2)  Entfärben  in  5-pi;oz.  Schwefelsäure  oder  15-proz.  Salpeter- 
säure. 

3)  Auswaschen  in  70-proz.  Spiritus. 

4)  Kontrastfärbnng  in  wässeriger  Methylenblaulösimg  1 /s— ^ 
Minuten. 

5)  Abwaschen  in  Wasser. 

6)  Trocknen  zwischen  Fließpapier. 

7)  Kanadabalsain. 

Anmerk.  Bei  Schnitten  Alkohol,  Xylol,  Kanadabalsam. 

III.  Verfahren  von  Gabbet. 

1)  Färben  2 Minuten  lang  (ohne  Erwärmen)  in: 

Fuchsin  1,0 

Alkohol  10,0 

5-proz.  Karbolsänrewasser  100,0 

2)  Abwaschen  in  Wasser. 

3)  1 Minute  lang  Entfärbung  und  Koutrastfärbung  in: 

Methylenblau  2,0 

25-proz.  Schwefelsäure  100,0 

4)  Auswaschen  in  Wasser. 

5)  Trocknen  und  Kanadabalsam;  bei  Schnitten  Alkohol,  Xylol, 
Kanadabalsam. 

Das  Verfahren  von  Gabbet  ist  sehr  einfach,  weil  die  Erwärmung 
fortfällt  und  Entfärbung  und  Kontrastfärbung  in  eine  Prozedur  ver- 
einigt sind;  außerdem  sind  die  beiden  Farblösungen  sehr  bequem  zu 
bereiten. 

Die  Methode  ist  aber  nicht  so  zuverlässig,  wie  z.  B.  diejenige 
von  Ziehl-Neelsen  und  namentlich  die  von  Ehelich,  die  daher  bei 
zweifelhaften  Fällen  immer  herangezogeu  werden  sollte. 

Nach  Müllee  kann  man  die  Entfärbung  statt  durch  Säure  auch 
durch  5— 10-proz.  Kaliumperkarbonat  mindestens  Stunde  lang  oder 
durch  alkalisches  Wasserstoffsuperoxyd  vornehmen.  Längere  Einwir- 
kung soU  nicht  schaden.  Diese  Methode  ist  bei  sehr  spärlichen 
Bazillen  geeignet,  und  auch  für  Sporenfärbung  brauchbar. 

rV.  Verfahren  von  Czaplewsky. 

Dasselbe  geht  von  der  Voraussetzung  aus,  daß  durch  die  starke 
Mineralsäure  ein  Teil  der  vorhandenen  Tuberkelbazillen  entfärbt  wird 
und  so  dem  Untersucher  entgehen  kann.  Es  wird  daher  statt  der 
Mineralsäure  Fluorescein  angewandt.  Das  Verfahren,  welches  haupt- 
sächlich für  Deckglaspräparate  angegeben  ist,  ist  folgendes: 

1)  Färben  in  erwärmtem  Karbolfuchsin. 

2)  Abtropfenlassen  des  überschüssigen  Karbolfuchsins,  und  Über- 
tragen in  eine  Lösung  von 

Gelbes  Fluorescein,  konzentrierte  alkoholische  Lösung,  Me- 
thylenblau im  Uberschuß. 

In  diese  Lösung  wird  das  Deckglas  6 — 10 mal  eingetaucht,  indem 
man  die  Flüssigkeit  immer  langsam  wieder  abfließen  läßt. 

3)  Nachfärben  in  konzentrierter  alkoholischer  Methylenblau- 
lösung. 

4)  Schnelles  Abspülen  in  Wasser.  Trocknen.  Kaiuidabalsam. 
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rp  1 Sclmitteii,  in  denen  es  auf  das  Auffinden  ganz  vereinzelter 
luberkelbazillen  ankommt,  sind  die  Metlioden  von  Ehrlich  und  Neelsen 
beizubehalten,  Aveil  sie  eher  gestatten,  die  Färbung  beliebig  lange 
auszudehnen  und  dementsprechend  die  Färbung  zu  modifizieren. 

Handelt  es  sich  darum,  neben  der  Bazillenfärbung  auch  feinere 

Schnitten  darzustellen,  so  kann  man  die 
beiden  Methoden  von  M echsberg  (Ziegler’s  Beiträge  Bd  29)  an- 

förbuni-’ isf Kombination  mit  elastischer  Faser- 


A.  1)  bärbung  der  Schnitte  1 Stunde  bei  37°  im  Thermostaten  in 
Aarboliuchsin. 

2)  I)ifferen zieren  in  salzsaurem  70-proz.  Alkohol. 

3)  Fäibuiig  mit  Hämatoxylin  — van  Gtieson  in  der  geAvöhulichen 
Art  und  A\'eise. 

4)  Alkohol  — Xylol  — Balsam. 

Bazillen  dunkelrot,  Kerne  blau,  Protoplasma  gelbbraun,  Binde- 
geAvebe  leuchtend  rot. 


B.  1)  und  2)  Avie  bei  A. 

3)  Färbung  1 Stunde  in  AA’eigert’s  Farbflüssigkeit  für  elastische 
Fasern  (s.  unter  Haut). 

4)  Abspülen  in  96-proz.  Alkohol. 

5)  Nachfärbung  in  Lithionkarmin,  Abspülen  in  salzsaurem 
Alkohol. 

6)  Alkohol  — Xylol  — Balsam. 

Bazillen  dunkelrot  mit  leichtem  Stich  ins  Violette,  elastische 
Fasern  dunkelblau,  übriges  GeAvebe  hellrot  mit  etAvas  dunkleren 
Kernen. 

Der  Fettgehalt  der  Tuberkelbazillen  gestattet  nach  Dorset  auch 
eine  Färbung  mit  Sudan  III.  Deckglaspräparate  kommen  auf  5 — 10 
Miniiten  in  eine  kalt  gesättigte  Lösung  in  80-proz.  Alkohol,  dann  auf 
5 Minuten  in  70-proz.  Alkohol.  Schnitte  Averden  ebenso  behandelt, 
mit  Methjdenblaii  gegengefärbt,  Alk.  abs.,  Nelkenöl,  Balsam. 

Kultur;  Der  Tuberkelbacillus  wächst  nicht  unter  30®  und  nicht  über  42®. 
Optimum  37®.  Da  der  Tuberkelbacillus  nur  sehr  langsam,  erst  nach  10 — 15  Tagen 
sichtbar,  wächst,  so  kann  man  ihn  aus  Bakteriengemischen  nicht  isolieren.  Man 
verfährt  vielmehr  so,  daß  man  mit  dem  betreffenden  Material  zunächst  in  die  Bauch- 
höhle von  Meerschweinchen  oder  Kaninchen  impft.  Aus  den  bei  dem  Tier  ent- 
stehenden Tuberkeln  legt  man  dann  unter  Beobachtung  aller  Kautelen  die  Kiüturen 
an,  indem  man  kleine  Gewebspartikel  auf  den  Nährboden  bringt. 

Der  Tuberkelbacillus  wächst  sehr  gut  auf  Agar  mit  6-proz.  Glyzerinzusatz. 
Hier  bilden  sich  grauweiße,  trockene  Schuppen.  Auf  Blutserum  grauweiße,  trockene 
Schüppchen,  welche  bei  schwacher  Vergrößerung  wellig  gekrümmte  zierliche  Linien 
zeigen.  Das  Kondensationswasser  wird  von  einem  Häutchen  überzogen. 

Auch  in  Kalbfleischbouillon  mit  6-proz.  Glyzerin  gedeiht  der  Tuberkelbacillus 
gut;  er  bildet  hier  ein  die  Oberfläche  überziehendes  Häutchen.  Wegen  des  stär- 
keren 0-Bedürfnisses  des  Tuberkelbacillus  muß  man  das  zu  verimpfende  Material 
auf  die  Oberfläche  der  Bouillon  bringen. 

Nach  Fickfr  erreicht  man  ein  schnelles  und  sehr  massenhaftes  AVachstum  von 
Tuberkelbazillen  auf  Hir n näh rb öden,  die  in  folgender  Weise  bereitet  werden: 
Kinds-,  Kalbs-  oder  Pferdehirn  wird  2— 3 mal  mittels  Fleischschneidemaschine  zer- 
mahlen, mit  der  gleichen  Menge  destillierten  AA^assers  versetzt  und  unter  beständigem 
Umrühren  langsam  zum  Kochen  erhitzt.  Nach  ^4  Stunde  langem  Kochen  wird  die 
Masse  so  kollert,  daß  die  weiche  Hirnmasse  mit  durch  das  Koliertuch  durch- 
gedrückt wird.  Die  Kolatur  wird  auf  Kolben  gefüllt  und  2 Stunden  lang  im  Dampf 
sterilisiert. 

Dann  wird  sie  entweder  mit  gleichen  Teilen  Serum  und  3-proz.  Glyzerin  auf 
Röhrchen  gefüllt  und  im  Serumofen  schräg  zum  Erstarren  gebracht,  oder  sie  wird 


Tuberkelbazilleu.  Smeginabazilleu. 
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mit  gleichen  Teilen  einer  2,5-proz.  Agarlösung  und  3-proz.  Glyzerin  gemischt  und 
H.  Stunde  im  Dampf  sterilisiert. 

Eine  e 1 e k t i v e Z ü c h t u n g der  Tuberkelbazilleii  aus  dem  menschlichen  Auswui-f 
erreicht  man  nach  AV.  Hesse  folgeudermaben : Man  liUit  den  Kranken  au.s  der  Tiefe 
der  Brust  hervorgebrachten  Schleim,  möglichst  ohne  Speichel,  in  ein  steriles  Deckel- 
glas spucken.  Von  dem  Auswnrf  wird  ein  etwa  linsengrolier  Teil  mittels  Platiuöse 
auf  der  Nährbodeuoberfläche  (Petrischale)  in  20 — 30  kleine  Flöckchen  zerzupft.  Der 
ISlihrboden  hat  folgende  Zusammensetzung: 

1 'l'eil  Agar-Agar, 

3 Teile  Glyzerin, 

9G  Teile  destilliertes  Wasser 

werden  nach  dem  Filtrieren  in  50  ccm  fassende  Reagierglilser  aus  widerstandsfähigem, 
kein  Alkali  abgebendem  Glas  verfüllt,  so  daß  jedes  Glas  genau  20  ccm  Nährboden 
enthält.  Die  Gläser  werden  Innn  3 Stunden  strömendem  Dampf  oder  1 Stunde  lang 
überhitztem  (bei  2 Atmosphären  Überdruck  im  Autoklaven)  ausgesetzt.  Vor  dem 
Impfen  verflüssigt  man  den  Nährboden  in  kochendem  Wasser  und  kühlt  denselben 
im  AVasserbade  von  40“  ab.  Nun  muß  der  Nährboden  denselben  Alkaleszeuzgrad 
erhalten  wie  das  zu  verwendende  Sputum ; zu  diesem  Zwecke  setzt  man  soviel  sterile 
Normalkalilauge  hinzu,  bis  das  Gemisch  auf  rotem  Lackmuspapier  dieselbe  Bläue 
hervorruft,  wie  ein  Sputumflöckchen.  Man  kann  auch  erst  an  einem  Gläschen  mit 
20  ccm  AVasser  bestimmen,  wieviel  Alkalizusatz  nötig  ist.  Oder  mau  stellt  sich  6 
Röhrchen  mit  0,  0,2,  0,5,  1,0,  2,0,  5,0  ccm  Vio  Normalkalilauge  her;  eines  derselben 
wird  das  Alkaleszenzojjtimum  darbieteu.  — Die  geimpften  Petrischalen  werden  mit 
dem  Nährboden  nach  oben  in  den  Brutofen  eingestellt,  nachdem  zwischen  Schale  und 
Deckel  ein  Streifchen  Asbestpappe  eingeklemmt  ist  und  die  Doppelschale  mit  Gutta- 
perchaband abgedichtet  ist.  Schon  nach  1 — 2 Tagen  läßt  sich  das  Wachstum  der 
Tuberkelbazillen  mikroskopisch  in  Klatschpräparaten  sicher  nachweisen.  Zu  dem 
Zwecke  verfährt  man  so,  daß  man  ein  steriles  Deckgläschen  über  die  Öffnung  eines 
Reageuzgläschens  legt  und  von  unten  her  vorsichtig  an  die  Nährbodenoberfläche  da 
antockt,  wo  sich  ein  Sputumflöckchen  befindet.  Hebelt  man  dann  bei  etwas  ge- 
neigter Schale  mit  einer  Platinöse  den  abhängigen  Rand  vom  Nährboden  ab,  so  bleibt 
das  Deckgläschen  mit  seinem  oberen  Rande  hängen  und  kann  bequem  abgenommen 
werden.  Nach  einigen  Züchtungstagen  sind  die  Tuberkelbazillenkolouien  mittels 
schwacher  Vergrößerung,  nach  einigen  Wochen  mit  bloßem  Auge  zu  sehen. 

Dieselbe  Färbung-  wie  der  Tuberkelbacillus  geben  aucli  eine  Eeihe 
A' on  anderen  „säurefesten“  Bazillen.  In  differentiell-diagnostischer 
Beziehung  sind,  vor  allem  bei  Erkrankungen  des  Urogenitalapparates, 
am  Avichtigsten  die 

Smegraabazilleii.  Sie  sind  sehr  verbreitet  und  finden  sich 
namentlich  an  den  weiblichen  äußeren  Genitalien,  hier  vor  aUem  oft 
massenhaft  in  der  Falte  zwischen  Labium  majus  und  minus.  Aber 
auch  sonst  Averden  sie  in  den  Hautsekreten  gefunden.  Ihr  morpho- 
logisches Verhalten  ist  sehr  w^echselnd  und  für  die  Unterscheidung 
von  dem  TuberkelbaciUus  nicht  ausschlaggebend.  Sie  sind  oft  kürzer 
und  plumpei  wie  dieser,  manchmal  aber  auch  fast  identisch.  Uagerung 
in  Häufchen  kommt  auch  bei  den  Smegmabazillen  vor.  Sie  können 
sich,  Avenn  auch  recht  selten,  auch  in  dem  durch  den  Katheter  «ge- 
wonnenen Harn  finden.  Es  ist  dalier  auch  das  Katheterisieren  kein 
absolut  sicheres  Hilfsmittel  bei  fraglicher  Urogenitaltuberkulose.  Bei 

, ^r^ung  liaben  die  Smegmabazillen  eine  geringere  Resistenz- 
f^ahigkeit  gegen  die  längere  Einwirkung  von  Alkohol.  Darauf  beruhen 
iolgende_  Färbungsverfahren,  die  eine  Untersclieidiing  mit  ziemlicher 
Sicherheit  gestatten,  das  Impfexperiment  aber  doch  in  scliAvierio-en 
hallen  nicht  ganz  überfiüssig  machen: 

Färbung  von  Bunge  und  Trantenroth  : 

Deckglaspräparate  direkt,  unter  Fortlassung  der 
Avenigstens  3 Stunden  in  absolutem  Alkoliol. 

Z)  Übertragen  für  15  Minuten  in  3-proz.  Chromsäure. 
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Smegmabazillen.  Leprabazillen. 


? mehrfach  zu  wechselndem  Wasser 

t WnlfSpif  M- ^^'fl^ochen  in  Karbolfuchsin. 

0)  Entfaiben  3 Minuten  lang'  in  Acid.  sulphuric.  dilut.  oder 
1—2  Minuten  in  Acid.  nitric.  ])ur. 

alkoholischer  Methylenblaulösung, 

Nnr  ?r^  T u ^/“JJ^ten  lang  Auswaschen,  Trocknen,  Balsam. 
Niii  die  1 uberkelbazillen  sind  rot  gefärbt. 

Färbung  von  Pappenheim. 

Dieselbe  ist  der  Methode  von  Czaplewski  (s.  p.  107),  die  schon  an 
und  lur  sich  meist  zur  Unterscheidung  ausreicht,  iiachgebildet  Das 
Pluorescein  ist  durch  Corallin  ersetzt. 

1)  Färben  2 Minuten  lang  in  kochendem  Karbolfuchsin 

2)  Ablaufeiilassen  der  Farbe  ohne  Spülung. 

3)  Entfärbung  und  Gegenfärbung  durch  3- 9 maliges  Eintauchen 
und  Ablaufenlassen  in 

Corallin  1,0 

Alkohol  absolut.  100,0  dazu 

Methylenblau  bis  zur  vollständigen  Sättigung 
Glyzerin  20,0 

4)  Kurzes  Abspülen  in  Wasser,  Trocknen,  Balsam. 

Die  Smegmabazillen  sind  blau,  die  Tuberkelbazillen  rot. 

Färbung  von  Honsell. 


1)  Färben  2 Minuten  lang,  unter  Kochen,  in  Karbolfuchsin. 

2)  Abspülen  in  Wasser,  Trocknen. 

3)  Behandeln,  10  Minuten  lang  in  Salzsäure  3,0 : 100  absolutem 
Alkohol. 

4)  Abspülen  in  Wasser. 

5)  Färben  in  einer  Mischung  von  konz.  alkoholischer  Methylen- 
blaulösung und  Wasser  ää. 

Nur  Tuberkelbazillen  bleiben  rot  gefärbt. 

Ob  die  Methoden  auch  für  andere  säurefeste  Bazillen  (Butter, 
Milch,  Mist)  ausreichen,  bleibt  abzu warten. 

Die  Züchtung  der  Smegmabazillen  ist  auf  LöFFLEa’schem  Blutserum  (s.  p.  99) 
gelungen. 


Leprabazilleii. 

Sind  den  Tuberkelbazillen  sehr  ähnlich;  sie  gehören  ebenfalls  zu 
den  säurefesten  Bazillen  und  färben  sich  mit  eben  denselben  Methoden 
und  nach  Gram.  Ein  Unterschied  besteht  darin,  daß  die  Färbung 
schneller  erfolgt,  aber  auch  viel  schneller,  zuweilen  schon  nach 
Stunden,  wieder  schwindet.  Auch  die  Methode  von  Gabbet  liefert 
für  Schnitte  gute  und  ziemlich  haltbare  Präparate.  Zum  Unterschiede 
von  den  Tuberkelbazillen  färben  sich  aber  die  Leprabazillen  auch  mit 
einfach  wässerigen  Lösungen. 

Färbung  nach  Baumgarten. 

1)  Färbung  6 — 7 Minuten  lang  in  verdünnter  alkoholischer 
Fuchsinlösung  (5  Tropfen  konzentr.  alkoholische  Lösung  auf 
ein  Uhrschälchen  mit  Wasser). 

2)  Entfärben  V<  Minute  lang  in  saurem  Alkohol  (Salpeter- 
säure 1 : Alkohol  10). 

3)  Abwaschen  in  Wasser. 


Pestbacillus.  Choleravibrioneii. 
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4)  Nachfärbung  in  Methylenblau,  Abwaschen  in  M asser  usw., 
Kanadabalsam. 

M^ährend  die  Le])rabg.zillen  so  als  rote  Stäbchen  auf  blauem 
Grunde  erscheinen,  färben  sich  Tnberkelbazillen  mit  dem  angegebenen 
Verfahren  in  der  kurzen  Zeit  nicht. 

Anderseits  kann  man  nach  Lustgaeten  zur  differentiellen  Dia- 
gnose zwischen  4'nberkel-  und  Leprabazillen  die  Tatsache  verwerten, 
daß  die  in  Anilinwassergentianaviolett  oder  Anilinwasserfuchsin  ge- 
färbten Leprabazillen  durch  eine  1-proz.  Lösung  von  unterchlorig- 
saurem Natron  nicht  so  leicht  entfärbt  werden,  wie  Tubei'kelbazillen. 

Kultivierung  ist  bis  jetzt  nicht  gelungen. 

Pestbaeillus. 

Stäbchen  von  verschiedener  Größe,  unbeweglich,  ohne  Geißeln, 
manchmal  dem  Bacterium  coli  ähnlich,  an  den  Enden  oft  etwas  ab- 
gerundet. Mit  der  LüFFLEB’schen  Geißelfärbung  ist  manchmal  eine 
Kapsel  nachweisbar.  Färben  sich  mit  den  gewöhnlichen  Färbe- 
methoden, oft  an  den  Enden  stärker.  Diese  Polfärbimg  gelingt  am 
besten,  wenn  die  Erhitzung  etwas  stärker  vorgenommen  war  und  die 
Trockenpräparate  noch  25  Minuten  mit  absolutem  Alkohol  behandelt 
werden.  Färbung  2—3  Minuten  in  LöFFLEE’schem  Methylenblau. 
Nach  Gkam  entfärben  sich  die  Pestbazillen. 

Ausstrichpräparate  von  Blut  oder  Organsaft  kann  man  nach 
Gotschlich  durch  momentane . Einwirkung  unverdünnter  Karbol- 
fuchsinlösung  und  sofortiges  Abspülen  mit  Wasser  färben. 

Zur  Färbung  der  Pestbazillen  in  Schnitten  verfährt  man  nach 
Gaffky  folgendermaßen:  Konservierung  in  Alkohol  oder  einem  Ge- 
misch von  Eisessig  10,0,  Chloroform  30,0  und  Alkohol,  96-proz.,  60,0, 
Paraffineinbettung,  Färben  2 — 3 Stunden  in  schwacher  wässeriger 
Methylenblaulösung,  schnell  in  Alkohol  absolutus,  Xylol,  Balsam.  Oder 
Färbung  24  Stunden  in  konzentrierter  Lösung  von  Fuchsin  in  Glyzerin, 
kurze  Entfärbung  in  schwacher  Essigsäure,  Alkohol,  Xylol,  Balsam. 

Kultur:  Gelingt  auf  den  gebräuchlichen  Nährböden.  Gelatine  wird  nicht  ver- 
flüssigt. Auf  Gelatine  erscheinen  die  Kolonien  nach  36  Stunden  leicht  gelblich, 
warzenförmig,  am  Bande  oft  gelappt.  Nach  24  Stunden  charakteristische  Klatsch- 
präparate in  Gestalt  unregelmäüig  begrenzter,  laudkartenartig  angeordneter  Bazillen- 
häufchen. Durch  das  Serum  immunisierter  Tiere  und  von  Pestkranken  werden  die 
Bazillen  agglutiniert. 


Clioleravibrionen. 

Die  Cholerabazillen  färben  sich  namentlich  gut  in  konzentrierten 
wässerigen  Fuchsinlösungen.  Man  tut  gut,  die  Farblösung  10  Minuten 
lang  einwirken  zu  lassen.-  Nach  Geam  entfärben  sie  sich.  Schnitte 
werden  mit  Fuchsinlösung  oder  Methylenblau  gefärbt. 

Will  man  Darminhalt  auf  Cholerabakterien  untersuchen,  so  kann 
man  zunächst  Deckglaspräpai’ate  färben.  Vor  allem  aber  wendet  man 
das  von  Schottelius  empfohlene  Verfahren  an,  den  Darminhalt  mit 
der  gleichen  oder  einer  größeren  Menge  alkalischer  Bouillon  zu  ver- 
dünnen und  in  einem  Glas  mit  breiter  Öffnung  offen  stehen  zu  lassen. 
Infolge  ihres  grfffien  Sauerstoff'bedürfnisses  entwickeln  sich  die  Cholera- 
bazillen hauptsächlich  an  der  Oberfläche,  so  daß  Präparate,  die  von 
da  entnommen  sind,  immer  reichlich  Kommabazillen  enthalten.  Statt . 
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der  Bouillon  kann  man  aucli  eine  deutlich  alkalische  Na-lösung  aus 
1 Proz.  Pepton  und  Proz.  Kochsalz  anwenden. 

Kultur:  Die  Cholerabazillen  wachsen  nicht  unter  16®.  Optimum  30—40®. 
Auf  Gelatineplatten  kleine  granulierte  Kolonien  mit  unebenem  Rand,  welche  durch 
stärkeren  Glanz  ein  glas.scherbenähnliches  Aussehen  erhalten.  Bei  weiterem  Wachs- 
tum Verflüssigung,  angezeigt  durch  eine  oberflächliche  Einsenkung. 

In  der  Stichkultur  entsteht  eine  trichterförmige  Verflüssigung  an  der  Ober- 
fläche und  durch  Verdunstung  eine  luftblasenartige  tiefe  Einsenkung.  Die  Bakterien 
sinken  auf  den  Boden  des  Verflüssigungstrichters. 

Auf  Agar  graubraune  Kolonien.  Auf  Kartoffeln,  wenn  sie  vorher  in  Soda  ge- 
kocht sind,  Wachstum,  am  besten  bei  30—40®,  bei  Zimmertemperatur  ausbleibend; 
graue  bis  graubraune,  später  verflüssigende  Massen.  Bouillon  Avird  durch  lebhaftes 
Wachstum  getrübt,  meist  unter  Bildung  eines  Oberflächenhäutchens. 

Setzt  man  zu  einer  24  Stunden  alten  Bouillonkultur  einige  Tropfen  reiner  kon- 
zentrierter Schwefelsäure,  so  tritt  eine  rosa-  bis  purpurrote  Färbung  ein,  die  bei 
älteren  Kulturen  noch  intensiver  ist.  Es  handelt  sich  hier  um  eine  Nitrosoindol - 
reaktion.  Charakteristisch  ist  außer  dem  Wachstum  auf  Gelatine,  Agar  und  in 
Bouillon  und  außer  der  Cholerarotreaktion  noch  die  pathogene  Wirkung  auf  Meer- 
schweinchen bei  intraperitonealer  Injektion  (Temperaturerniedrigung,  Krämpfe,  Kol- 
laps). Im  Gegensiitz  zu  manchen  anderen  Vibriouenarten  zeigen  Agarkulturen  von 
Cholerabazillen  im  Dunkeln  keine  Phosphoreszenz. 

Zur  Differentialdiagiiose  gegen  ähnliche  Bakterienarten  dient  die 
PFEiFf'ER’sche  Reaktion.  Bei  intraperitonealer  Einspritzung  von  Cholera- 
iinmunserum  mit  den  zu  prüfenden  Bakterien  in  ein  Versuchstier 
werden  nur  Choleravibrionen,  nicht  aber  andere  Bazillen  zum  Zerfall 
gebracht. 

Rekurreiisspirillen. 

Zur  Färbung  der  Rekurreiisspirillen  im  Blut  hat  Günther  ein 
Verfahren  angegeben,  welches  bezweckt,  das  Hämoglobin  der  roten 
Blutkörperchen  zu  extrahieren  und  diesen  die  Färbbarkeit  zu  nehmen, 
damit  die  gefärbten  Spirillen  um  so  besser  hervortreten. 

1)  Die  Deckglaspräparate  werden  dreimal  durch  die  Flamme  g_e- 
zogeu,  oder  besser  für  5 Minuten  in  den  Thermostaten  bei  75  ” 
gelegt. 

2)  10  Sekunden  langes  Abspülen  in  5-proz.  Essigsäure. 

3)  Entfernen  der  Essigsäure,  zuerst  durch  Wegblasen  mittels  einer 
Glasröhre,  dann  dadurch,  daß  man  das  Deckglas  mehrere  Se- 
kunden lang  mit  der  Präparatenseite  nach  unten  über  starke 
Ammoniaklösung  hält. 

4)  Färben  in  wässerigen  Lösungen  von  Anilinfarben. 

5)  Abspülen  in  Wasser,  Trocknen,  Kanadabalsam. 

Färbung  der  Rekurreiisspirillen  in  Schnitten  nach  Nikiforoff  : 

1)  Härtung  24  Stunden  lang  in  einer  Mischung  von 
Kali  bichromicum,  5-proz.  wässerige  Lösung  1 

Sublimat,  gesättigte  Lösung  in  0,6-proz.  Na-Cl-  > gleiche  ieiie. 

Lösung.  . ...  , , 

2)  Nachhärtung  in  warmem  Raume  in  70 — 8o  9o-proz.  Alkohol. 

3)  Paraffineinbettung. 

4)  Färbung  24  Stunden  lang  in  einer  Mischung  von 

Spirituöse  1-proz.  Tropäolinlösung,  5 ccm. 

Konzentrierte  wässerige  Methylenblaulösung  10  ccm. 

Atzkalilösung  (1 ; 1000)  2 Tropfen. 

5)  Abspülen  mit  Wasser. 


Aktiiiomycespilz. 
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6)  2 — Smalig'es  Untertauclieii  in  Alkohol  absolut,  und  Äther  zu 
bleichen  Teilen. 

7)  Bergamottül  — Xyjol. 

Aktiiiomycespilz. 

Wenn  man  Eiter  auf  Aktinomycespilze  zu  untersuchen  hat,  so 
sucht  man  in  demselben  nach  den  charakteristischen  weißlichen  Körn- 
chen. Man  breitet  dazu  den  Eiter  am  besten  auf  einer  Glasplatte 
aus  und  untersncht  auf  einer  dunklen  Unterlage.  Wenn  man  Körn- 
chen gefunden  hat,  so  zerquetscht  man  sie  vorsichtig  zwischen  Objekt- 
träger und  Deckglas  und  findet  dann  bei  der  mikroskopischen  Unter- 
suchung ohne  Mühe  die  eigentümlichen  Rasen  und  bimförmigen  Ausläufer 
oder  Kolben. 

Man  kann  natürlich  auch  Deckglastrockenpräparate  herstellen  und 
dieselben  wie  Schnitte  färben. 

Für  die  Untersuchung  des  Aktinomyces  in  Schnitten  sind  eine 
ganze.  Anzahl  von  Methoden  angegeben  worden,  die  indes  meist  an 
dem  Übelstande  leiden,  daß  sie  nicht  konstant  gute  Präparate 
geben,  oft  färben  sich  die  verschiedenen  Pilzrasen  in  ein  und  dem- 
selben Schnitte  verschieden.  Zum  einfachen  Nachweis  in  Schnitten 
genügen  Doppelfärbungen  mit  Hämatoxylin  und  Karmin  oder  Eosin, 
durch  welche  die  Drusen  mit  meist  blaßblauem  Zentrum  und  roter 
Peripherie  in  dem  dunkelblauen  Gewebe  hinreichend  deutlich  hervor- 
treten. Ebenso  gute  Präparate  erhält  man  durch  die  van  GiEsoN’sche 
Methode. 

Sehr  gute  Präparate  gibt  die  WEiGERi’sche  Bakterienfärbung 
(s.  p.  86)  mit  vorhergehender  Lithionkarminfärbung.  Die  Differen- 
zierung des  Rasens  ist  hierbei  so  schön,  wie  bei  keiner  anderen 
Methode. 

Sehr  empfehlenswert  sind  die  beiden  folgenden  Kombinationen  mit 
WEiGEKT’scher  Färbung,  da  sie  eine  gute  Differenzierung  der  Rasen 
gegenüber  den  Kolben  geben,  und  auch  die  übrigen  Gewebsbestand- 
teile  schön  gefärbt  werden. 

I.  Deckglasfärbung. 

1)  Aufstreichen  des  Druseninhaltes  auf  ein  Deckglas,  Lufttrocknen, 
Durchziehen  durch  die  Flamme. 

2)  Färben  24  Stunden  lang  in  Anilinwassersaffranin. 

3)  Kurzes  Abspülen  in  Wasser. 

4)  Färben  5 Minuten  lang  in  gesättigter  Anilinwassergentiana- 
violettlösung. 

5)  Kurzes  Abspülen  in  0,6-proz.  Kochsalzlösung. 

6)  Trocknen  zwischen  Fließpapier. 

7)  Übertragen  des  Deckglases  auf  2 Minuten  in  Jodjodkalilösnng 
1:2: 30Ö. 

8)  Trocknen  zwischen  Fließpapier. 

9)  Entfärben  in  häufiger  gewechseltem  Anilinöl,  bis  das  Präparat 
keine  Farbe  mehr  abgibt. 

10)  Entfernen  des  Anilinöls  mit  Xylol;  Kanadabalsam. 

Pilzrasen  blau,  Kolben  braunrot;  die  Gentiana violettfärbung  ist 
immer  an  zweiter  Stelle  auszuführen. 

V.  Kablden,  Technik  der  hiatologischeii  Untersuchung.  7.  Aufl.  8 
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II.  Für  Schnitte. 

1)  Färben  24 — 48  Stunden  in  Anilinwassersaffranin. 

2)  Gründliches  Auswaschen  in  Wasser. 

3)  Färben  V«— 1 Minute  in  Hämatoxylin. 

4)  Gründliches  Auswaschen  in  Wasser. 

5)  Färben  ^2  ^ Stunden  in  gesättigter  Anilinwassergentiana- 
violettlösung. 

6)  Abspülen  in  0,6-proz.  Kochsalzlösung. 

7)  Übertragen  auf  2—5  Minuten  in  .Todjodkalilösung  1:2:  300. 

8)  Trocknen  auf  dem  Spatel  mit  Fließpapier. 

9)  Entfärben  in  Anilinöl,  bis  der  Schnitt  keine  Farbe  mehr  abgibt. 

10)  Färben  in  Anilinöleosin  Stunde. 

11)  Entfernen  des  Anilinöls  in  Xylol;  Kanadabalsam. 

Pilzrasen  dunkelblau,  Kolben  braunrot,  Zellkerne  violett,  Proto- 
plasma rosarot. 

Die  GRAM’sche  Methode,  mit  24 -stündiger  Färbung,  gibt 
ebenfalls  gute  Resultate,  hat  aber  den  Nachteil  gegenüber  der 
WEiaERT’schen  daß  in  dem  absoluten  Alkohol  das  Celloidin  gelöst 
wird,  und  dann  oft  die  Drusen  zum  Teil  ausfallen. 

Bostroem  empfiehlt  statt  der  WEioERT’schen  und  GRAM’schen 
Färbung  folgendes  Verfahren: 

1)  Färbung  in  Anilinwassergentianaviolett. 

2)  Direkte  Übertragung , ohne  vorheriges  AbAvaschen,  in 
WEiGERx’sches  Pikrokarmin. 

3)  Gründliches  Abspülen  in  Wasser. 

4)  Übertragen  in  Alkohol;  Ausziehen  des  Gentianavioletts, 
bis  die  Schnitte  rotgelb  sind. 

Der  fädige  Teil  des  Aktinomyceskornes  erscheint  blaß,  die  Keulen 
rot,  das  umliegende  Gewebe  rotgelb. 

Durchschnitte  durch  einzelne  Aktinomyceskörner  gelingen  gut, 
wenn  man  sie  sorgfältig  in  Celloidin  einbettet. 

Weigert  hat  noch  eine  Färbung  mit  Orseille  angegeben: 

1)  Färbung  eine  Stunde  lang  in  einer  dunkelroten  Lösung  von 
Orseille  in 

Alkohol  absolut.  20,0 
Acid.  acetic.  5,0 
Aqua,  destillat.  40,0 

2)  Abspülen  in  Alkohol. 

3)  Färbung  in  1-proz.  wässeriger  Gentianaviolettlösung. 

4)  Auswaschen  in  Alkohol. 

5)  Kanadabalsam. 

Die  Kerne  der  Zellen  werden  dabei  blauviolett,  das  Bindegewebe 
orange,  die  inneren  Partien  des  Strahlenpilzes  verwaschen  blau,  die 
Außenpartien  rubinrot. 

Die  käufliche  Orseille  muß  man  vor  der  Lösung  einige  Tage  an 
der  Luft  stehen  lassen,  damit  das  Ammoniak  verdampft. 

Nach  Israel  kann  man  durch  mehrstündiges  Färben  der  Schnitte 
in  einer  konzentrierten  Lösung  von  Orcein  in  durch  Essigsäure  an- 
gesäuertem Wasser  eine  burgunderrote  Färbung  der  Aktinomyces- 

kolben  erzielen.  , , • 

Flormann  empfiehlt  das  folgende  Färbungsverfahren,  ivelches  im 
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wesentlichen  der  KüHNE’schen  Modifikation  der  GnAM’schen  Methode 
entspricht : 

1)  5 Minuten  langes  Färben  in: 

konzentrierte  alkohol.  Methylviolettlösung  1 Teil 

Wasser  2 Teile 

1-proz.  wässerige  Lösung  von  kohlensaurem 
Ammoniak  2 „ 

2)  10  Minuten  langes  Auswaschen  in  reichlichem  Wasser. 

3)  Übertragen  in  eine  Jodjodkaliumlösung  (1:2:  300)  für 
5 Minuten. 

4)  Gründliches  Auswaschen  in  Wasser. 

5)  Ausziehen  der  Farbe  20  Minuten  lang  in  einmal  zu  wechseln- 
dem Fluoresceinalkohol  (1  : 50). 

6)  Auswaschen  des  Fluoresceins  in  95-proz.  Alkohol. 

7)  Übertragen  in  Anilinöl  für  einige  Minuten. 

8)  Lavendelöl. 

9)  Xylol;  Kanadabalsam. 

Der  Pilzrasen  erscheint  dunkelblau  und  sehr  schön  differenziert; 
die  Kolben  zum  Teil  hellblau,  zum  Teil  farblos. 

Kultur:  Der  Aktinomyces  wächst  manchmal  nur  hei  Sauerstoffabschluß  und 
bei  Brüttemperatur.  Auf  Agar  isolierte  weiße  Pünktchen,  welche  sich  langsam  ver- 
größern und  dann  als  kleine  Knötchen  über  die  Oberfläche  prominieren.  Daneben 
kommen  auch  größere  weißliche  Knoten  vor.  Die  Knötchen  haften  fest  am  Nähr- 
boden, sind  kalkig  weiß,  oder  gelblich.  Glyzerinagar  ist  zur  Kultur  geeigneter  wie 
gewöhnliches  Agar.  Die  zweite  Generation  ist  üppiger  wie  die  erste.  Auch  auf 
Gelatine  ist  Kultur  bei  Zimmertemperatur  unter  Verflüssigung  gelungen. 

Streptobacillus  des  Ulcus  molle  (Duceey-Unna). 

Dieser  jetzt  ziemlich  allgemein  anerkannte  Bacillus  färbt  sich  in 
Ausstrichpräparaten  gut  mit  alkoholischen  Lösungen  von  Fuchsin, 
Methylviolett  oder  Gentianaviolett.  In  Schnitten  färbt  man  ihn  nach 
Unna  folgendermaßen: 

1)  Behandlung  der  aus  Alkoholhärtung  kommenden  Schnitte  in 

Methylenblau 

Kalii  carbonici  ana  1,0 

Aqu.  dest.  100,0 

Spiritus  20,0 

M.  Coque  ad  remanent.  100,0 
Adde  Methylenblau 

Boracis  aa.  1,0 

in  Aqua  dest.  100,0;  soluta  misce. 

2)  Ab  trocknen  der  überfärbten  Schnitte  auf  dem  Objektträger 
mit  Löschpapier. 

3)  Entfärben  einige  Sekunden  in  Unna’s  Glyzerinäthermischung 
(von  ScHucHARDT  in  Görlitz). 

4)  Erneutes  Abtrocknen. 

5)  Alk.  abs.  Bergamottöl,  Kanadabalsam. 

Loth  empfiehlt  nach  Formolhärtung  und  Celloidineinbettung  folgende  Färbungen: 
A.  B Polychromes  Methylenblau  (Grübler)  5 Min.  2)  Abwaschen  in  Wasser. 
3)  Entfärben  in  verdünnter  Glyzerinäthermischung.  4)  Gründliches  Ab- 
spülen in  Wasser.  5)  80-proz.  Alkohol,  Alkohol-Äther,  Alk.  abs..  Öl,  Bal- 
sam. Neben  Bazillenfärbung  Darstellung  der  Plasma-  und  Bindegewebs- 
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B.  1)  u.  21  wie  hei  A.  3)  1 Minute  in  1-proz.  Losung  von  rotem  Blutlaugeu- 
salz.  4)  Abwaschen  in  Wasser.  5)  Alkohol  absoL;  dann  auf  den  Objekt- 
träger. 6)  Irocknen  und  Entfärben  in  1-proz.  salzsaurem  Anilinöl  7)  Al- 
kohol, Xylol,  Balsam. 

Entfärben  in  Tannin-Orangelösung  (Grübler)  bis 
die  Schnitte  gelb  werden.  4)  Auswaschen  in  Wasser.  5)  Alkohol,  Öl, 
Balsam.  Bazillen  blau  auf  gelbem  Grunde. 


Zwölftes  Kapitel. 

Untersuchung  von  Schimmel-  und  Sprofspilzen. 

Zur  Untersuclmng  der  beim  Menschen  vorkommenden  Fadenpilze 
werden  die  von  den  Pilzen  durchwachsenen  Gewebe  in  Wasser  oder 
0,6-proz.  Kochsalzlösung  zerzupft;  meist  gelingt  es  auf  diese  Weise 
schon,  sich  die  einzelnen  Bestandteile  der  Pilze  zur  Anschauung  zu 
bringen.  Sind  die  betreffenden  Gewebe  wenig  durchsichtig,  so  kann 
man  sie  durch  Anwendung  einer  1— 3-proz.  Kali-  oder  Natronlauge 
aufhellen.  Glyzerin  und  Alkohol  verursachen  eine  erhebliche 
Schrumpfung  der  Pilzfäden. 

Ganz  besonders  empfiehlt  sich  nach  C.  Fuaenkel  Zerzupfen  in 
50-proz.  Alkohol,  dem  einige  Tropfen  Ammoniak  zugesetzt  sind.  Man 
überträgt  dann  das  möglichst  fein  zerzupfte  Material  zur  mikroskopi- 
schen Untersuchung  in  Glyzerin,  in  welchem  man  die  Pilze  nach 
Wachsumrandung  und  Umziehen  mit  Lack  auch  als  Dauerpräparate 
konservieren  kann.  Zur  Härtung  von  Gewebsteilen,  die  mit  Faden- 
pilzen durchwachsen  sind,  benutzt  man  gewöhnlich  absoluten  Alkohol, 
um  ein  postmortales  Auswachsen  möglichst  bald  und  sicher  zu  ver- 
hindern, ebenso  ist  Formalin  anwendbar.  In  MüLLER’scher  Flüssigkeit 
ist  die  Schruippfung  geringer.  Zur  Färbung  eignet  sich  am  besten 
Vesuvin  und  Methylenblau,  doch  verhalten  sich  die  verschiedenen 
Spezies  gegen  die  einzelnen  Anilinfarben  verschieden.  Gute  Resultate 
gibt  die  RuMAEOwsKx-ZiEMANN’sche  Färbung  (s.  p.  129). 

Aspergillus  färbt  sich  mit  Fuchsin,  Methylviolett  und  Vesuvin. 

Die  Dermatophyten  (s.  auch  Haut)  untersucht  man  nach  Balzer 
so,  daß  man  die  mit  denselben  behafteten  Haare,  Schuppen  usw.  zuerst 
mit  Alkohol  und  Äther  entfettet.  Danach  werden  sie  einige  Sekunden 
mit  wässeriger  oder  alkoholischer  Lösung  von  Eosin  oder  in  anderen 
Anilinfarben  gefärbt,  und  dann  nach  Entwässerung  in  Alkohol  in 
Kanadabalsam  eingelegt.  Will  man  die  Präparate  nicht  konservieren, 
so  untersucht  man  in  33-proz.  Kalilauge. 

Die  verschiedenen  Hefearten,  wie  sie  sich  namentlich  im  Magen 
finden,  färbt  man  am  besten  nach  der  Deckglastrockenmethode  mit 
dünner  Bismarckbraunlösung,  da  sie  sich  mit  den  übrigen  Anilinfarben 
sehr  leicht  überfärben.  Auch  Lebendfärbung  mit  dünner  Methylen- 
blaulösung gibt  oft  gute  Resultate.  Schöne  Färbungen  werden  auch 
nach  der  Methode  von  Romanowsky-Ziemann  erzielt  (s.  p.  129). 

Der  Soorpilz  färbt  sich  sehr  gut  nach  Gram,  mit  Anwendung 
von  Methylviolett  (s.  p.  81  u.  86);  Vorfärbung  der  Schnitte  mit 
Lithionkarmin  ist  zu  empfehlen. 
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Untersuchung  der  tierischen  Parasiten. 

Für  Sarcina  ventriculi  ist  wegen  der  leichten  Überfärbung  eben- 
falls Bismarckbraun  zu  empfehlen.  ^ ^ i 

Die  verschiedenen  Sarcinearten  wachsen  auf  Gelatine,  Kartotieln, 
Agar,  zum  Teil  auch  in  Heuinfns. 

Kultur:  Die  Schimmelpilze  werden  in  derselben  Weise  gezüchtet  wie  Bak- 
terien.  Sie  bevorzugen  ini  allgemeinen  saure  Nährböden  und  bedürfen  reichlich 
Sauerstoff  zur  Entwicklung.  Außer  anderen  Nährböden  ist  auch  Brotbrei  sehr 
geeignet. 

Über  die  epiphytischen  Pilze  in  Epidermisschüppchen  s.  unter  Haut. 


Dreizehntes  Kapitel. 

Untersucliung  der  tieriscHen  Parasiten. 

I.  Yermes  und  Arthrozoeu. 

Die  Untersuchung  der  tierischen  Parasiten  bietet,  sofern  es  sich 
nicht  um  eingehendere  Untersuchung  ihres  Baues  handelt,  keine 
Schwierigkeiten.  Viele,  z.  B.  Acarus  scabiei,  Acarus  folliculorum, 
Oxyuris  vermiciüaris,  Trichocephalus  dispar,  Anchylostomum  duodenale, 
Trichina  spiralis,  Distoma  hepaticum  und  lanceolatum,  können  ohne 
weiteres  in  Wasser  untersucht  werden.  Häufig  ist  es  dabei  von  Vor- 
teil, durch  einen  mäßigen,  mit  dem  Stiel  einer  Präpariernadel  aus- 
geübten Druck  auf  das  Deckgläschen  das  betreffende  Tier  platt  zu 
drücken.  Die  Eier  der  Nematoden,  Trematodeii  und  Cestoden  werden 
ebenfalls  in  AVassei’  untersucht. 

Miiskeltrichiiieu  können  in  Zerzupfungspräparaten  untersucht 
werden;  ein  sehr  schnell  zu  bewerkstelligendes  Verfahren  besteht 
darin,  daß  man  kleine  Partikelchen  Fleisch  zwischen  zwei  Objekt- 
trägern zu  einem  durchsichtigen  Brei  zerquetscht  und  dann  mit 
schwacher  oder  mittlerer  Vergrößerung  untersucht. 

Man  wählt  zur  Untersuchung  namentlich  Stücke  vom  Zwerchfell 
und  von  der  Kiefermuskulatur,  und  zwar  vorzugsweise  Stückchen  aus 
den  der  Sehne  benachbarten  Teilen  des  Muskels. 

Auch  Schnittpräparate  kann  man  auf  Trichinen  untersuchen. 
Man  schneidet  entweder  direkt  oder  nach  vorheriger  Celloidinein- 
bettung  auf  dem  Gefriermikrotom.  Die  Schnitte  dürfen  nicht  zu  dünn 
gemacht  werden ; dickere  Schnitte  kann  man  mit  wässerigen  Lösungen 
von  Methylgi’ün  (1 : 30)  färben.  Die  Trichinenkapseln  treten  daun 
besser_  hervor.  Hämatoxylin-Eosin  gibt  eine  gute  Färbung. 

Eingekapselte  und  verkalkte  Trichinen  kann  man  durch  Säure- 
zusatz durchsichtig  machen. 

Die  Köpfe  der  Bandwürmer  betrachtet  man  mit  schwacher  und 
mittelstarker  Vergrößerung  in  A\"asser  oder  Kochsalzlösung  oder 
Glyzerin.  Echinococcusscolices  kann  man  mit  einem  Skalpell  von  der 
Wand  der  Blasen  abschaben  und  in  Wasser  oder  verdünntem  Glyzerin 
untersuehen.  Die  spornförmigen  Hacken  sind  oft  noch  in  Zerzupfungs- 
präparaten  von  abgestorbenen  und  verkalkten  Echinokokken  nach- 
weisbar. 
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Vermes  und  Atlirozoen.  Protozoen. 


Den  Skolex  des  Cysticercus  cellulosae  kann  man  sich  durch  Zer- 
m der  Blase  frei  machen.  Dpach  wird  er  zur  Untersuchung  des 


Rasieimessei  oder  auch  nur  mit  einer  Scliere  ausgeführt  und  in 
Wasser  untersucht,  zeigen  sehr  deutlich  die  Schichtung  der  Cuticular- 


, A^^ßei’dem  kann  man  das  Chitin  mikrochemisch  durch  Jodiod- 
kalilösung  und  Chlorzink  nachweisen.  Man  bringt  das  zu  unter- 
suchende Objekt  mit  Wasser  unter  das  Deckglas,  läßt  vom  Rande 
her  einen  Tropfen  Jodjodkalilösung  zufließen,  saugt  diesen  teilweise 
wieder  ab,  setzt  einen  Tropfen  konzentrierte  Chlorzinklösung  zu  und 
entfernt  auch  dieses  unter  Zusatz  von  Wasser  wieder.  Das  Chitin 
färbt  sich  dann  in  seiner  inneren  Schicht  violett,  in  der  äußeren 
meist  braun. 

Zur  Aufbewahrung  und  Härtung  wird  gewöhnlich  Spiritus  be- 
nutzt. In  MüLLEB’scher  Flüssigkeit  werden  die  Blasen  leicht  spröde. 
AVenn  die  einzelnen  Teile  bei  Anlegung  von  Schnitten  auseinander- 
fallen, so  wendet  man  Celloidineinbettung  an.  Zur  Färbung  benutzt 
man  kernfärbende  Farben  allein  oder  zusammen  mit  Eosin  oder 
Karmin. 

Die  mikroskopischen  Präparate  können  sowohl  in  Glyzerin  wie 
in  Kanadabalsam  aufgehoben  werden.  Ersteres  ist  namentlich  bei 
ungefärbten  Präparaten  zu  empfehlen. 

II.  Protozoen.^) 

Coccidien  färben  sich  in  gehärteten  Präparaten  gut  mit  Gentiana- 
violett  und  Vesuviii.  Empfehlenswert  ist  außerdem  Doppelfärbung 
mit  Hämatoxylin  und  Eosin,  wobei  man  das  Eosin  in  ziemlich  starker 
Lösung  und  mehrere  Stunden  einwirken  läßt. 

Für  Rhizopoden  (Amöben)  und  Infusorien  empflehlt  sich  vor  allem 
frische  Untersuchung  in  ihrer  natürlichen  Aufenthaltsflüssigkeit.  Bei 
Untersuchung  auf  Beweglichkeit  muß  man  physikalische  (Druck,  Ein- 
trockneii)  und  chemische  Schädlichkeiten  vermeiden.  Auch  kann  mau 
Protozoen  schon  in  lebendem  Zustande  färben,  indem  man  der  Unter- 
suchungsflüssigkeit eine  ganz  geringe  Menge  Methylenblau  zusetzt 
(1 : 20,000—100,000)  und  die  Färbung  einen  bis  einige  Tage  einwirken 
läßt.  Außerdem  kann  man  wie  bei  den  Bakterien  die  Deckglastrocken- 
methode benutzen. 

Zur  Untersuchung  der  Parasiten  in  Schnitten  empfiehlt  sich,  wenn 
dieselben  nicht  in  festem,  sondern  in  einem  flüssigen  Substrat  enthalten 
sind,  am  meisten  die  von  Biondi  für  die  Untersuchung  des  Blutes  in 
Schnitten  (s.  p.  131)  angegebene  Methode.  Zur  Färbung  hat  sich 
außer  den  gewöhnlichen  Kernfärbungsmitteln  und  den  Anilinfarben 
mehrfach  auch  die  AuTMANN’sche  Methode  zur  Darstellung  der  Zell- 
granula bewährt.  Die  Anwendung  der  Kernfärbungsmittel  kombiniert 
man  am  besten  mit  Eosinfärbung.  Nach  Härtung  in  FLEMMiNG’schem 


0 Als  Spezialwerk  zu  empfehlen:  Doflein,  Die  Protozoen  als  Parasiten  und 
Krankheitserreger.  Jena  1901. 


masse. 


Protozoen. 
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Gemiscli  auch  Saffraniiifärbung.  Audi  die  Hämatoxylineisenlackmethode 
von  Heidknuain  g;ibt  oft  gute  Bilder.  Hakris  em])fieblt  an  Präparaten, 
die  in  Alkoliol  oder  Sublimat  gehärtet  sind,  voi’heriges  Färben  in 
Eosin  und  Naclifärben  in  schwacher  Toluidinblaulösung;  dann  3 — 4 
Minuten  langes  Auswaschen  in  Alkohol.  Zur  Aufhellung  soll  Zedern- 
holzöl oder  Xylol  benutzt  werden. 

Zur  Färbung  der  Ainoeba  coli  in  Schnitten  empfiehlt  Mallory 
folgendes  Verfahren : 

1)  Härtung  in  Alkohol. 

2)  Färben  der  Schnitte  5 — 20  Minuten  lang  in  gesättigter  wässe- 
riger Thioninlösung. 

3)  Auswaschen  in  Wasser. 

4)  Differenzieren  V..— 1 Minute  lang  in  2-proz.  wässeriger  Oxal- 
säurelösung. 

5)  Auswaschen  in  tVasser. 

6)  Entwässern  in  95-proz.  Spiritus. 

7)  Aufhellen  in  Origanum-  oder  Bergamottöl. 

8)  Auswaschen  in  Xjfiol. 

9)  Xylolkanadabalsam. 

Bei  Paraffinschnitten  absoluter  Alkohol  und  Aufhellen  direkt  in 
X3dol.  Kerne  der  Amöbe  und  Körner  der  Mastzellen  rot,  Kerne  der 
Mastzellen  und  aller  anderen  Zellen  blau. 

Auch  die  Methode  zur  Darstellung  der  Plasma-  und  Mastzellen 
(s.  unter  Haut,  Färbung  II)  wird  von  Mallory  zur  Färbung  der  Ainoeba 
coli  empfohlen.  Empfehlenswert  ist  auch  die  Methode  von  Eomanowsky- 
Ziemann  (s.  p.  129). 

Das  Kulturverfahren  befindet  sich  noch  in  den  Anfängen.  Am  meisten 
haben  sich  als  Nährböden  bewährt: 

1)  Pneus  crispus,  mit  5-proz.  Wasser  in  derselben  Weise  wie  Agar  hergestellt, 
und  stets  stark  zu  alkalisieren.  Man  kann  direkt,  ohne  zu  filtrieren,  in 
PFTRi’sche  Schalen  füllen.  Für  Kulturen  im  hängenden  Tropfen  muß  fil- 
triert werden. 

2)  Heu-  oder  Strohaufguß.  30 — 40  g Heu  werden  mit  1 1 Wasser  aufgekocht, 
filtriert,  dem  Fütrat  1 — 1 ’/2-pi’oz.  Agar  zugesetzt  und  durch  Kochen  ge- 
löst, dann  durch  kohlensaures  Na  alkalisiert,  und  ohne  Filtration  in  Probier- 
gläschen gefüllt.  Hierbei  bildet  sich  ein  Niederschlag,  den  man  durch 
passende  Stellung  des  Gläschens  zum  Niedersinken  auf  den  Boden  bringt. 

Malariaplasmodien.  Das  frische  Blut  untersucht  Plehn  in  der 
Art,  daß  er  auf  den  Objektträger  sowohl,  wie  auf  das  Deckglas  einen 
Tropfen  flüssiges  Paraffin  bringt.  Der  Blutstropfen  wird  direkt  auf 
dem  Paraffintropfen  des  Deckgläschens  aufgefangen  und  letzteres 
dann  auf  den  Objektträger  so  aufgesetzt,  daß  sich  das  Blut  zwischen 
den  beiden  Paraffinlagen  befindet.  Die  Untersuchung  geschieht  auf 
heizbarem  Objekttisch.  Durch  Zusatz  eines  Tropfens  Methylenblau- 
lösung färben  sich  die  lebenden  Parasiten.  Zur  Färbung  von  Blut- 
präparaten dient  Methylenblau  in  schwacher  wässeriger  Lösung;  be- 
sonders geeignet  ist  eine  ganz  dünne  Lösung  des  Farbstoffes  in  steriler 
Ascitesfiüssigkeit  oder  in  Blutserum.  Dieser  Lösung  kann  man  zu 
Doppelfärbungen  etwas  Eosin  zusetzen.  Plehn  empfiehlt  zu  diesem 
Zweck  5-6  Minuten  langes  Färben  der  in  absolutem  Alkohol  fixierten 
Deckglaspräparate,  die  nach  den  p.  123  angegebenen  Kegeln  hergestellt 
sind,  in  einer  Lösung  von: 

Methylenblau,  konzentrierte  wässerige  Lösung  60,0 
Eosin,  7„-proz.  Lösung  in  75-proz.  Spiritus  20,0 
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Protozoen.  Uuter.suchnng  des  Blutes. 


De.stilliertes  ^^'asser  20  0 

20-pro^  Kiüilaiige  _ , 12  Tropfen. 

Ähnliche  Ke.sultate  erzielt  man  mit  der  CHENziNSicY’schen  Lö.sunff 
(s.  p.  128).  ® 

Zur  Fixierung  von  Gewebsstücken  und  Untersuchung  in  Schnitten 
verfährt  man  nach  Bignami  in  folgender  Weise: 

1)  Fixierung  Ve  bis  mehrere  Stunden  lang  in  einer  Lösung  von 

Sublimat  1,0 

Chlornatrium  0,75 

Essigsäure  0,5 — 1,0 

Wasser  100,0 

2)  Übertragung  in  Alkohol,  dem  etwas  Jodtinktur  zugesetzt  ist. 

3)  Absoluter  Alkohol. 

Zum  Färben  dient  Magentarot  (v.  Dr.  Grübler,  Leipzig),  in  ge- 
sättigter wässeriger  Lösung  oder  in  Karbolwasser  gelöst,  und  nach- 
folgendes Auswaschen  in  absolutem  Alkohol. 

Zu  Doppelfärbungen  eignet  sich  eine  Mischung  von  Magentarot 
und  Aurantia  in  gesättigter  alkoholischer  Lösung. 

Die  Strukturverhältnisse  der  Malariaplasmodien  treten  bei  keiner 
anderen  Färbung  so  deutlich  und  schön  hervor,  wie  bei  der  Methode 
von  Eomanowsky-Zibmann  (s.  p.  129),  deren  Anwendung  ursprünglich 
auf  die  Malariaparasiten  beschränkt  war. 

Zur  Erleichterung  der  Malariadiagnose  besonders  bei  spärlichem 
Vorhandensein  von  Parasiten  dienen  Methoden,  die  an  sehr  dicken  Blut- 
präparaten vor  oder  während  der  Fixierung  das  Hämoglobin  extra- 
hieren. Natürlich  sind  solche  Präparate  für  das  feinere  Studium  der 
Malariaplasmodien  nicht  geeignet.  Nach  Rüge  (Deutsche  medizinische 
Wochenschrift  1903.  Nr.  12)  streicht  man  einen  recht  großen  Bluts- 
tropfen auf  ein  gewöhnliches  Deckglas  aus  und  fixiert  das  lufttrockene 
Präparat  in  2-proz.  Formalin,  dem  — 1-proz.  Essigsäure  zugesetzt 
ist;  in  wenigen  Minuten  ist  das  Hämoglobin  ausgezogen  und  die 
Blutschicht  fixiert.  Färbung  in  verdünnter  MANson’scher  Lösung  (5-proz. 
Borax,  2-proz.  wässerige  Methylenblaulösung;  die  Lösung  ist  nur 
6 Wochen  haltbar)  oder  nach  Romanowsky,  ev.  mit  Nachfärben  in  ver- 
dünnter MANsoN’scher  Lösung. 

Für  andere  Blutparasiten  bei  Tieren  gelten  dieselben  Vorschriften 
wie  für  die  Malariaplasmodien  (Trypanosoma,  Pirosoma). 


Vierzehntes  Kapitel. 

Übersicht  über  die  Behandlung  der  einzelnen  Gewebe 
und  Organe  zum  Zwecke  der  mikroskopischen 

Untersuchung. 

Untersuchung  des  Blutes. 

Die  Untersuchung  des  Blutes  kann  vorgenommen  werden 
I.  am  frischen  Präparat,  mit  oder  ohne  Zusatz  von  sog.  Kon- 
servierungsflüssigkeiten; 


Untersuchung  des  Blutes. 
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II.  am  Deckglastrocken  Präparat,  mit  oder  ohne  Fixation  der  Bhit- 
zellen  in  sog.  Fixierungsfliissigk eiten,  und  mit  nacli- 
heriger  Amvendung  der  verschiedenen  Färbnngsmethoden ; 

III.  an  Schnittiiräparaten  des  fixierten  und  geliärteten  Blutes, 
ebenfalls  mit  Anwendung  verschiedener  Färbeniethoden; 

IV.  an  Gewebsschnitten. 

In  der  Regel  bedarf  es  der  kombinierten  Anwendung  mehrerer 
dieser  Methoden,  um  zu  einem  sicheren  Resultat  zu  kommen. 

I.  Untersnchiing  des  Blutes  im  frischen  Präparat. 

Zur  frischen  Untersnchiing  des  Blutes  benutzt  man  am 
besten  ein  ganz  kleines  Tröpfchen,  welches  man  der  Fingerbeere , oder 
dem  Ohrläppchen  nach  sorgfältiger  Reinigung  der  Haut  mit  Äther 
oder  Alkohol  durch  einen  Stich  mit  einer  ausgeglühten  Nadel  ent- 
nimmt. Man  tupft  das  frische  Blutströpfchen,  das  ohne  Druck  her- 
vortreten muß,  mittels  eines  sorgfältig  gereinigten  und  mit  der  Pinzette 
gehaltenen  Deckgläschens  ab  und  legt  dieses  dann  vorsichtig  auf  den 
gereinigten  Objektträger  auf.  Es  ist  immer  darauf  zu  achten,  daß 
man  eine  möglichst  geringe  Menge  von  Blut  auf  den  Objektträger 
bringt,  weil  man  die  feineren  Strukturen  der  Blutkörperchen  nur  an 
ganz  dünnen  Schichten  studieren  kann.  Oft  ist  es  empfehlenswert, 
die  Entnahme  des  Blutes  in  der  Art  vorzunehmen,  daß  mau  ein  Deck- 
gläschen mit  Wachs  auf  dem  Objektträger  befestigt,  den  Blutstropfen 
in  den  so  entstehenden  Kapillarraum  eintüeßeii  läßt  und  diesen  dann 
durch  eine  vollständige  Wachsumrandung  definitiv  schließt.  In  dieser 
Weise  kann  man  auch  Blut  am  Krankenbett  entnehmen  und  die 
Untersuchung  daun  später  zu  passender  Zeit  anschließen.  Man  kann 
auch  nach  der  Methode  von  Plehn  (s.  p.  119)  das  Blut  zwischen  zwei 
Paraffintropfen  auftängen. 

Arnold  empfiehlt  zur  Untersuchung  des  lebenden  und  über- 
lebenden Blutes  folgendes  Verfahren:  Dünne,  auf  dem  Mikrotom 
hergestellte  und  in  kochender  0,6-proz.  Kochsalzlösung  sterilisierte 
Holundermarkscheibchen  (auch  fertig  käuflich  bei  Mechaniker  Jung 
in  Heidelberg)  werden  auf  ein  Deckglas  aufgelegt,  mit  einem  Tropfen 
Blut  beschickt  und  dann  das  mit  Vaseline  umrandete  Deckglas  auf 
einen  hohlgeschliffenen  Objektträger  (s.  p.  77)  aufgelegt.  Dies  Ver- 
fahren hat  folgende  Vorteile:  1)  Das  Untersuchungsobjekt  ist  gegen 
Druck  und  Verdunstung  geschützt.  2)  Dasselbe  kann  der  Einwirkung 
der  verschiedensten  Reagentien,  vor  allem  der  0,6-proz.  Kochsalz- 
lösung ausgesetzt  werden,  mit  denen  man  das  Holundermarkplättchen 
vor  der  Beschickung  mit  Blut  befeuchtet.  3)  Die  dem  Plättchen 
anhaftenden  Blutschichten  können  gut  fixiert  werden  (Osmium säiiro, 
Formaldehyd,  Sublimat).  4)  Von  diesen  Plättchen  lassen  sich  auf 
einem  gewöhnlichen  Objektträger  sehr  gute  Abklatschpräparate 
(s.  p.  93)  herstellen,  die  Arnold  zum  Studium  angelegentlichst  emp- 
fiehlt. 5)  Wenn  man  die  Plättchen  mit  Körnern  von  Methylenblau 
oder  Neutralrot  bestäubt  in  den  Lymphsack  des  Frosches  bringt,  so 
kann  man  eine  vitale  Färbung  der  Granula  erzielen.  Im 
zirkulierenden  Blute  kann  man  auch  in  den  roten  Blutkörperchen 
Granula  nachweisen. 

Eine  ebenfalls  sehr  gute  Methode  besteht  darin,  daß  man  ein 
ganz  kleines  Blutströiifchen  als  hängenden  Tropfen  mit  einem  Deck- 
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glassplitter  bedeckt  und  in  der  luftdicht  abgeschlossenen  Kammer  des 
hohlgeschliftenen  Objektträgers  untersucht. 

Uni  aus  dem  iiischen  Blute  die  Leukocj^ten  isoliert  zur  Neutral- 
rotfärbung  zu  erhalten,  verfährt  Plato  folgendermaßen:  Man  gibt  auf 
den  Objekttiäger  einen  'J  ropfen  der  Neutralrotlösung  und  bringt  in 
denselben  einige  feuchte  Faserchen  des  gewöhnlichen  Fließpapiers 
Dann  setzt  man  einen  Blutstropfen  zu  und  bläst  durch  ein  fein  aus- 
gezogenes Glasröhrchen  einige  Sekunden  dagegen.  Durch  die  Wirbel- 
bev  egung  haften  die  Leukocj'ten  an  den  Fäserchen.  Uegt  man  nun 
ein  Deckglas  auf  und  saugt  vorsichtig  mittels  Fließpapiers  Neutral- 

1 otlösung  liindui  ch,  so  kann  man  die  roten  Blutkörperchen  fa.st  völlig 
entfernen,  während  die  iveißen  Zurückbleiben. 

Bewegungserscheinungen  und  Blutplättchen  studiert  man  am 
besten  au  Blut,  das  mau  nach  Deetjen  zwischen  Deckglas  und  einer 
dünnen  Agarschicht  sich  ausbreiten  läßt.  Deetjens  Agar  hat  folgende 
Zusammeiisetzung:  5,0  Agar  werden  mit  500,0  Aqu.  dest.  durch  halb- 
stündiges Kochen  gelöst  und  sofort  (heiß)  durch  ein  Faltenfilter  filtriert. 
Zu  je  100  ccm  des  Filtrats  werden  ziigesetzt  0,6  Kochsalz,  6,0— 8,0 
einer  10-proz.  (kalt  hergestellteii)  wässerigen  Lösung  von  metaphos- 
phorsaurem Natrium  (Merck)  und  5,0  einer  10-proz.  wässerigen  Lösung 
von  Kalium diphosphat.  Von  diesem  Agar  gießt  man  eine  dünne 

Schicht  auf  eineu  Objektträger,  und  schneidet  diese  bis  auf  einen  ca. 

2 mm  breiten  Streifen  fort.  Auf  diesen  Agarstreifen  bringt  man  das 
Deckglas  mit  dem  Blutströpfchen  und  untersucht  bei  Körpertemperatur. 

Auch  mit  Deckgläschen,  die  in  analoger  Weise  wie  von  Naka- 
KisHi  mit  Farbstoffen  vorbereitet  sind  (s.  S.  82)  kann  man  ein  frisches 
Blutpräparat  behandeln. 

Um  kernhaltige  rote  Blutkörperchen  in  möglichst  unverändertem 
Zustande  darzustellen,  empfiehlt  Pappenheim  auf  dem  Objektträger, 
entsprechend  zwei  gegenüberliegenden  Ecken  des  Deckgläschens  und 
der  Mitte  der  gegenüberliegenden  Seite  eine  Spur  von  Krystallpalast- 
kitt  aufzutrocknen.  Mit  Hilfe  eines  feinen  Pinsels  bringt  man  eine 
minimale  Spur  von  Neutral  rot  auf  den  Objektträger,  legf  das  mit 
Blut  beschickte  Deckglas  darüber,  und  umgibt  dasselbe  sofort  mit 
Wachs.  Auch  bei  diesem  Verfahren  werden  Zusatzflüssigkeiten  ver- 
mieden. Die  Verteilung  der  Farbe  geschieht  durch  Vermittlung  des 
Blutplasmas.  Die  schnelle  Veränderung  der  Blutkörperchen  im  Kon- 
takt mit  Wasser,  und  namentlich  die  rasche  Extraktion  des  Hämo- 
globins macht  häufig  die  Anwendung  sog.  Konservierimgs-  oder  in- 
differenter Zusatzflüssigkeiteii  notwendig. 

Zur  Konservierung  des  Blutes  dienen  folgende  Flüssigkeiten: 

1)  Physiologische  Kochsalzlösung.  Sehr  geeignet.  Der 
zwischen  0,6  und  0,9  Proz.  schwankende  Konzentrationsgrad 
muß  nach  Bizzozero  für  jede  einzelne  Tierspezies  auspro- 
biert werden. 

2)  Blutserum,  Lymphe  oder  Amnioswasser  von  der- 
selben Tierart.  Diese  Flüssigkeiten  können  noch  mit  Jod 
versetzt  werden,  oder  man  kann  auch  vom  Rande  des  Deck- 
gläschens her  eine  färbende  Flüssigkeit,  z.  B.  Methylgrün 
in  0,6-proz.  Kochsalzlösung,  zufließen  lassen. 

3)  Weingelbe  Jodjodkaliumlösung  ist  namentlich 
geeignet,  um  die  Schatten  der  roten  Blutkörperchen  sicht- 
bar zu  machen. 
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4)  Gesättigte  wässerige  Pikrinsäiirelösun g hat  die- 
selbe Fähigkeit. 

5)  0,5-p  r 0 z.  A r g e n t u m - n i t r i c u m - L ö s u n g. 

6)  PACiNPsche  Flüssigkeit: 

Hydrarg}^’.  bichlorat.  1,00 


Chloi'iiatrium  2,00 

Aqu.  destillatae  200,0 
7)  HAYEM’sche  Flüssigkeit: 

Sublimat  0,5 

Cblornatrium  1,0 

Scbwefelsaui'es  Natron  5,0 

Aqu.  destillatae  200,0. 


Das  Blut  wird  mit  dieser  Flüssigkeit  im  Verhältnis  1 : 100  ge- 
mischt. Beim  ruhigen  Stehen  sinken  die  geformten  Elemente  des 
Blutes  zu  Boden.  Nach  12—24  Stunden  dekantiert  man,  und  man 
kann  dann  die  so  erhaltenen  gehärteten  Elemente  auswaschen  und 
färben.  Man  kann  aber  auch  der  Härtungsflüssigkeit  direkt  Eosin 

ZUS6tZ611 

Die  Anwendung  dieser  Zusatzflüssigkeiten  ist  dadurch  begrenzt, 
daß  sich  Dauerpräparate  mit  ihnen  nicht  hersteilen  lassen  und  daß 
sie  Strukturveränderungen  des  Zellkerns  nicht  sicher  verhindern. 

Diesen  Nachteilen  begegnet  man_  durch  die  Anwendung  fixieren- 
der Mitei,  durch  welche  allerdings  die  äußere  Form  der  Zellen  mehr 
verändert  wird. 

Es  sind  hier  zu  nennen: 

1)  Essigsäure,  am  besten  1-proz. 

2)  0_sm iu ms äur e,  1 — 2-proz. 

3)  Flemming’  sehe  Lösung,  von  manchen  Autoren  in  der 
Weise  modifiziert,  daß  eine  Chromsäurelösung  von  niedrigerem 
Prozentsätze  gewählt  wird. 

Die  Färbung  geschieht  entweder  durch  Zusatz  zu  der  Fixierungs- 
flüssigkeit (z.  B.  Methylgrün,  Methylviolett,  Saffranin  usw.)  oder  durch 
nachherige  Tinktion,  nachdem  von  dem  Blute  Schnittpräparate  (s.  p.  131) 
angefertigt  sind. 

II.  Deckglastrockenpräparate. 

Zur  Herstellung  derselben  müssen  verschiedene  Vorsichts- 
maßregeln angewandt  werden.  Die  Deckgläschen  müssen  sorgfältig 
gereinigt  sein,  entweder  nach  den  bei  der  Geißelfärbung  angegebenen 
Methoden,  oder  durch  Einlegen  in  Salzsäure  oder  Salpetersäure  und 
nachheriges  Reinigen  in  Alkoholäther.  Sodann  sollen  sie  nur  mit 
Pinzetten,  unter  denen  die  von  Ehrlich  angegebenen  sehr  praktisch 
sind,  angefaßt  und  sorgfältig  vor  Staub  geschützt  werden.  Die  Ent- 
nahme des  Blutes  geschieht  unter  den  S.  121  angegebenen  Kautelen. 
Ein  höchstens  stecknadelkopfgroßes  Blutströpfchen  wird  auf  die  Mitte 
des  einen  Deckglases  gebracht  und  sofort  ein  zweites  derart  darauf 
gelegt,  daß  die  Ecken  des  einen  über  die  Kanten  des  anderen  zu 
liegen  kommen,  also  ein  achteckiger  Stern  gebildet  wird.  Sind  alle 
Vorsichtsmaßregeln  genau  beachtet,  so  breitet  sich  der  Blutstropfen 
gleichmäßig_  nach  allen  Seiten  aus.  Nun  werden  beide  Deckgläschen 
derart  voneinander  abgezogen,  daß  mögliclist  jeder  Druck  vermieden 


124 


Deckglastrockenpräparate. 


wird;  dann  werden  die  Deckgläsclien  an  staubfreiem  Ort  bis  zur 
völligen  Lufttrocknung  aufbewahrt. 

T."  bärbung  von  Deckglastrockenpräparaten  muß  man  darauf 

Kücksicht  nehmen,  daß  das  Hämoglobin  durch  die  wässerigen  Farb- 
lösungen extrahiert  wird. 

Als  einen  Farbstoff,  welcher  das  Hämoglobin  nicht  löst,  bezeichnet 
Hayem  die  Jodjodkaliumlösung.  Bringt  man  eine  derartige  Lösung 
von  ziemlich  intensiv  brauner  Farbe  auf  das  getrocknete  Blutpräparat, 
so  nehmen  alle  hämoglobinhaltigen  Teile  sofort  eine  braune  bis  violette 
Farbe  an.  Es  ist  daher  die  Methode  die  einfaclrste,  um  bei  Säuge- 
tieren auf  das  Vorhandensein  von  kernhaltigen  roten  Blutkörperchen 
zu  untersuchen. 

Man  kann  aber,  wie  Ehrlich  gezeigt  hat,  das  Hämoglobin  seiner 
Löslichkeit  und  Quellungsfähigkeit  berauben,  d.  h.  fixieren,  wenn  man 
das  auf  einem  Deckgläschen  ausgestrichene  Präparat,  nachdem  es 
lufttrocken  geworden  ist,  eine  oder  mehrere  Stunden  auf  einem  Kupfer- 
blech auf  120—150'^  erhitzt  hält.  Diese  Methode  der  Fixierung  ist 
bei  weitem  die  beste,  namentlich  wenn  nachfolgende  Färbung  mit 
Triacidlösung  erfolgen  soll.  Eine  vorzügliche  Fixierung  unter  ivesent- 
licher  Abkürzung  der  Fixationszeit  erhält  man  nach  den  sehr  prä- 
zisen Angaben  von  Rubinstein.  Die  zur  Fixierung  nötige  Temperatur, 
die  über  120 " beträgt,  wird  in  der  Weise  ermittelt,  daß  man  auf  die 
durch  einen  Bunsenbrenner  erhitzte  Platte  mit  einem  Glasstäbchen 
Wassertropfen  auffallen  läßt  und  die  Stelle  sucht,  an  ivelcher  der 
Tropfen  zu  sieden  anfängt.  Je  mehr  man  sich  der  Stelle  der  Flamme 
nähert,  um  so  rascher  siedet  der  Tropfen,  bis  man  eine  Zone  er- 
reicht, in  welcher  der  Tropfen  nicht  mehr  siedet,  sondern  als  solclier 
auf  der  Platte  herumrollt;  es  ist  dies  die  Zone,  wo  die  Temperatur 
so  hoch  ist,  daß  der  sphäroidale  Zustand  eintritt.  An  dieser  Stelle, 
die  unter  keinen  Umständen  überschritten  werden  darf,  erfolgt  die 
Fixierung,  die  in  30  bis  höchstens  45  Sekunden  vollendet  ist.  Rubin- 
STEiN  legt  das  Deckglas,  nachdem  es  V2 — 1 Minute  au  der  Luft  gelegen 
hat,  mit  der  bestrichenen  Seite  nach  unten  auf  die  Kupferplatte. 

Nach  Nikieoroff  erreicht  man  eine  Fixation  des  Blutes,  wenn 
man  die  lufttrocken  gewordenen  Deckglaspräparate  V2 — 2 Stunden 
lang  in  eine  Mischung  von  Alkohol  und  Äther  zu  gleichen  Teilen 
bringt,  dann  abtrocknet  und  nun  färbt.  Dieses  Verfahren  ist  aber 
nicht  so  universell  zweckmäßig.  Formol  (40-proz.)  mit  10  Teilen  ab- 
solutem Alkohol  vermischt,  fixiert  in  einigen  Minuten. 

Pafpenheim  erhitzt  die  Deckglaspräparate  5 — 25  Minuten  lang 
auf  125  taucht  sie  dann  3 — 5 Sekunden  lang  in  konzentrierte  wässerige 
Sublimatlösung  und  wäscht  ab. 

Nach  Galland  kann  man  das  Antrocknen  des  Blutes  vermeiden, 
wenn  man  einen  Blutstropfen  möglichst  fein  und  schonend  zwischen 
zwei  Deckgläschen  ausbreitet  und  diese  dann  für  3 — 4 Minuten  in 
folgende  Fixierungsflüssigkeit  bringt: 

Alkohol,  absolut,  mit  Eosin  gesättigt  25  ccm 
Äther  25  ccm 

Sublimat  in  absolutem  Alkohol  gelöst  (2  : 10)  _5  Tropfen. 

Abwaschen  in  Wasser.  Färbung  eine  Minute  lang  in  gesättigter 
wässeriger  Methylenblaulösung,  Abwaschen  in  Wasser,  absoluter  Al- 
kohol, Xylol,  Kanadabalsam.  _ . . . , 

Hayem  empfiehlt  zur  Fixierung  des  Hämoglobins  die  Einwirkung 
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von  Osiniumdämpfen  auf  das  getrocknete  Präparat.  Man  kann  nach 
Pappenheim  einen  Tropfen  von  der  Höhlung  eines  hohlgeschlmenen 
Objektträgers  auf  den  am  Deckglas  hängenden  Tropfen  Blut  ein- 
wirken lassen.  Kniejaskow  empfiehlt  folgende  Modifikation  eines 
von  Pappenheim  angegebenen  Verfahi'ens:  'Trocknen  des  Deckglas- 
blutpräparates  an  der  Luft,  dann  Fixierung  3 Minuten  lang  in  einer 
Mischung  von  gleichen  3'eilen  1-proz.  wässeriger  Osmium  säur  elösung 
und  2-proz.  spirituöser  Snblimatlösung,  darauf  5 — 10  Minuten  langes 
Abspülen  in  reichlichem  Wasser,  dem  2—3  Tropfen  Ameisensäure  bei- 
gemengt sind.  Färbung  usw. 

Ehrlich  hat  nun  des  weiteren  nachgewiesen,  daß  die  weißen 
Blutkörperchen  in  ihrem  Protoplasma,  außerhalb  des  Kerns,  Körnungen 
oder  Granulationen  enthalten,  die  ein  ganz  verschiedenes  Verhalten 
gegenüber  bestimmten  Gruppen  von  Anilinfarben  zeigen.  Die  in  Be- 
tracht kommenden  Anilinfarben  sind: 

1)  Saure:  Eosin,  Säurefuchsin,  Eubin,  Orange  G,  Indulin, 
Nigrosin.  Sie  färben  das  Protoplasma  der  Leukocyten  und 
roten  Blutkörperchen. 

2)  Basische:  MethjTenblau , Methylgrün,  Methyl  violett , Saf- 
franin,  Fuchsin,  Bismarckbraun,  Amethystviolett.  Diese 
Farben  sind  vorwiegend  kernfärbend. 

Isoliert  oder  nacheinander  werden  diese  Farbstoffe  seltener  ange- 
wendet, meist  in  Kombination  von  sauren  und  basischen  Farbstoffen. 

Nach  dem  verschiedenen  Verhalten  gegenüber  diesen  Farbstoffen 
kann  man  verschiedene  Arten  von  Granulationen  unterscheiden, 
die  Ehelich  als  a-,  ß-,  y-,  ö-,  e-Granulationen  bezeichnet.  Außer 
diesen  tinktoriellen  Verschiedenheiten  lassen  die  verschiedenen 
Körnungen  auch  andere  konstante  Differenzen  erkennen: 

1)  in  ihrem  Verhalten  gegen  Lösungsmittel:  Wasser,  Säuren, 
Alkohol,  Glyzerin: 

2)  in  ihrer  Größe,  Form  und  Lichtbrechung; 

3)  in  ihrem  Verhalten  gegen  höhere  Temperaturen; 

4)  in  der  Verteilung  der  Körnung  im  Zellleib. 

A.  Wichtig  sind  zunächst  die  eosinophilen  Zellen,  d.  h.  solche, 
die  durch  saure  Anilinfarben,  vor  allem  durch  Eosin,  eine  intensive 
Färbung  ihrer  Granulationen  erkennen  lassen,  = c-Körnung  oder 
a-Granulationen.  Zur  Färbung  der  eosinophilen  Zellen  ver- 
fährt man  in  folgender  Weise: 

1)  Deckglaspräparat,  mehrere  Stunden  auf  120®  erhitzt. 

2)  Mehrere  Stunden  Färbung  in  der  ERHLicn’schen  sauren  Häraa- 
toxylin-Eosiiilösung  (s.  p.  53  u.  46). 

3)  Abwaschen  in  Wasser,  Troclcnen,  Kanadabalsam. 

Die  Kerne  der  weißen  Blutkörperchen,  sowohl  der  Lymphocyten 
wie  der  polynukleären,  sind  ganz  dunkel  gefärbt,  die  Kerne  der  mono- 
nukleären bläulich-grau,  die  roten  Blutkörperchen  sind  kupferrot  ge- 
färbt, die  eosinophilen  Granulationen  sind  rot. 

Man  kann  auch  eine  Färbung  der  nach  obiger  Methode  be- 
handelten Deckgläser  vornehmen  in: 

Aurantia  | 

Indulin  [ ana  2,0 
Eosin  j 
Glyzerin  30,0 


( 
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Auswaschen  in  Wasser.  Trocknen.  Kanadabalsam. 

Die  Zellkerne  sind  blau,  die  eosinophilen  Zellen  rot  oder  rot- 
schwarz, die  roten  Blutkörperchen  kupferrot. 

Will  man  die  eosinophilen  Zellen  allein,  unter  Verzicht  auf  Kern- 
fäibung'  darstellen,  so  färbt  man  mit  einer  einfachen  Eosinlösung. 

Am  besten  eignet  sich  stark  rote  Eosinglyzerinlösung ; nachheriges 
Abspülen  in  Wasser.  Die  Darstellung  dieser  eosinophilen  Zellen  ist  von 
ganz  besonderer  Wichtigkeit,  weil  Ehrlich  gezeigt  hat,  daß  dieselben 
bei  gewöhnlichen  akuten  Leukcoytosen  nicht  vermehrt,  daß  sie  da- 
gegen bei  der  Leukämie  manchmal  erheblich  vermehrt  sind.  Im  nor- 
malen Blut  sind  sie  selten.  Nach  Ehrlich  genügt  für  die  sichere 
Diagnose  auf  eosinophile  Zellen  nicht  die  Färbbarkeit  der  Körner  in 
einem  der  sauren  Farbstoffe,  sondern  es  ist  der  Nachweis  der 
Chromophilie  zu  sämtlichen  sauren  Farben  erforderlich.  Es  ist  aber 
die  Diagnose  gesichert  bei  der  Anwendung  folgender  Färbeflüssig- 
keiten : 

a)  stark  rotes  Eosin-Glyzerin  (12  Stunden  ev.  unter  Erv^ärmen), 

b)  gesättigtes  Indulin-Glyzerin, 

c)  gesättigte  wässerige  Orangelösung, 

d)  Eosin-Indulin-Glyzerin. 

Die  Zahl  der  eosinophilen  Zellen  beträgt  normal  2 — 4®|„  aller  Leukocyten. 

Mehr  als  6 — 8“/o  darf  als  pathologisch  gelten. 

B.  Basophile  Granulationen,  die  sich  mit  den  gewöhnlichen 
basischen  Anilinfarben  (bakterienfärbende:  Methylenblau,  Gentiana- 
violett,  Fuchsin,  Bismarckbraun  usw.)  färben.  Es  gehören  unter  diese 
Gruppe  die  /-Granulationen  und  die  d-Granulationen.  Die  /-Granu- 
lationen werden  auch  als  M a s t z e 1 1 e n k ö r n u n g bezeichnet.  Sie 
kommen  im  normalen  menschlichen  Blute  nicht  vor,  wohl  aber  sehr 
zahlreich  im  leukämischen.  Die  d-Granulationen,  die  ebenfalls  mit 
basischen  Anilinfarben  tingierbar  sind,  finden  sich  in  den  mononukleären 
Übergangsformen  des  menschlichen  Blutes. 

Die  basophilen  /-Granulationen  sind  grobkörnig,  die  d-Granu- 
lationen  feiner. 

Ehrlich  empfiehlt  zur  Darstellung  der  /-Granulationen  folgende 
Lösung : 

Alkohol  absolut.  50,0 
Aqu.  destiUat.  100,0 

Acid.  acetic.  glacial.  12,5 
Dahlia,  bis  zur  fast  vollständigen  Sättigung. 

Färbung  mehrere  Stunden,  Abspülen,  langes  Ausziehen  in  Alkohol. 

Zum  Nachweis  in  Organen  ist  Alkoholhärtung  notwendig.  Färben 
12  Stunden  lang,  Ausziehen  in  Alkohol. 

Westphal  bedient  sich  zur  gleichzeitigen  Kernfärbung  folgender 
Lösung: 

Grenächer’s  Karmin  (Karmin  pur.  2,0  — Aqu.  destillat. 

200,0  — Alum.  5,0  gekocht,  filtriert  und  Acid.  car.  — 
bolic.  1,0  zugesetzt)  100  ccm 

Glyzerin  100 

Stark  dahliahaltiger  Alkohol  absolut.  100  „ 

Acid.  acetic.  glacial.  20  „ 

Abspülen  des  gefärbten  Deckglases,  Lufttrocken  werden  lassen, 
Einschluß  in  Kanadabalsam. 
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Die  Mastzellen  erscheinen  als  rotviolette  Körnpiiaufen , deren 
jeder  in  seiner  Mitte  einen  Zellenkernfleck  trägt.  Sämtliche  übrigen 

Kerngebilde  sind  violett  oder  blau.  i . 

Nach  demselben  Antor  färbt  unreines  Methylengrim  sehr  distmkt 
die  j'-Körner  blau  violett,  die  Kerne  grün. 

Auch  mit  Unn.-v’s  polychromem  Methylenblau  (s.  Haut)  lassen 
sich  die  Mastzellen  gut  darstellen. 

Die  d-Grannlationen  färbt  man  10  Minuten  lang  in  konzen- 
trierter wässeriger  Methylenblanlösung,  Abspülen  in  Wasser,  Trocknen, 
Kanadabalsam. 

C.  D a r s t e 1 1 n 11  g d e r iieiitropliüen  Grannlationen  = e-Gra- 
nnlationen. 

Dieselben  färben  sich  mit  neutralen  Anilinfarben,  d.  h.  solchen, 
die  durch  Vermischung  einer  basischen  mit  einer  sauren  Anilinfarbe 
entstanden  sind.  Sie  sind  dicht  gedrängt  in  den  polynukleären  Leuko- 
cyten  vorhanden.  Außerdem  finden  sie  sich  in  sämtlichen  mononu- 
kleären LeukocjTen  des  myelämischen  Blutes. 

Darstellung. 

1)  Herstellung  eines  Deckglastrockenpräparates  nach  der  Me- 
thode von  Ehrlich. 

2)  Färbung  mehrere  Minuten  in  dem  Triacidgemisch  von  Ehrlich: 

Konzentrierte  wässerige  Orange  G-lösung  13,0—14,0 
Konzentrierte  wässerige  Säurefuchsinlösung  6,0 — 7,0 


Aqu.  dest.  15,0 

Alkohol  absolutus  15,0 

Konzentrierte  wässerige  Methylgrünlösung  12,5 

Alkohol  10,0 

Glyzerin  10,0 


Diese  Lösungen  werden  nacheinander  mit  demselben  kleinen 
Meßzylinder,  in  eine  saubere  Flasche  gegossen,  gut  abgetropft  und 
gleich  immer  tüchtig  umgeschüttelt.  Die  Mischung  ist  sofort  nach 
der  Bereitung  brauchbar.  Da  durch  das  Filtrieren  Veränderungen 
in  der  Zusammensetzung  und  außerdem  Bildung  eines  Niederschlags 
bewirkt  werden  würde,  so  verfährt  man  zur  Färbung  so,  daß  man  mit 
einer  Pipette  aus  der  Mitte  der  Flüssigkeit  etwas  entnimmt  und  auf 
das  Deckglas  bringt. 

3)  Abwaschen  in  Wasser,  Abtrocknen.  Kanadabalsam. 

Es  erscheint  dann  das  Hämoglobin  orangegelb,  die  Kerne  grün- 
lich, die  eosinophile  Körnung  tief  dunkelgrau,  die  neutrophile 
Körnung  intensiv  violett. 

Die  Bereitung  der  EHRLicn’schen  Triacidlösung  ist  schwierig,  es 
empfiehlt  sich  daher,  sie  von  Grübler  in  Leipzig  zu  beziehen. 

In  Pappenheim’s  Triacid  (Grübler,  Leipzig)  ist  das  Methylgrün 
durch  Methylenblau  ersetzt. 

Sehr  scharfe  Bilder  gibt  auch  folgende  Methode: 

1)  Färben  5 Minuten  lang  in  einer  Lösung  von: 

Gesättigte  wässerige  Säurefuchsinlösung  5 Vol. 
unter  Umschütteln  allmählich  zugesetzt: 

Konzentrierte  wässerige  Methylenblaulösung  1 „ 

Aqu.  destillat.  5 
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2)  Oberfläcliliches  Abspülen  in  Wasser,  Absaugen  des  Wassers 
iiut  Fließpapier,  Lufttrocknen,  Kaiiadabalsain. 

Die  Erythrocj'teii  sind  rot,  die  «-Körnung  violett. 

Sein  gute  ßesiiltate  gibt  auch  das  ARONSON-Pmrjipp’sclie  Ge- 

111 1 S C il  I 


Orange  G j 

Säiiieiubiii  extra  , gesättigte  wässerige  Lösunnen 
Kryst.  Metliylgrün  J 

Von  den  durch  Sedimentieren  geklärten  Lösungen  mischt  man- 
Orange  G 55  ccm 

Säurerubin  50  „ 

Aqu.  destillat.  100  „ 

Alkohol  50  „ 

und  fügt  hinzu  Methylgrün  65  „ 

Aqu.  destillat.  50  „ 

Alkohol  12  „ 

Die  Lösung  muß  mehrere  Wochen  stehen.  Färben  mehrere  Stun- 
den lang.  Abspülen  in  Wasser,  Lufttrocknen,  Kanadabalsam.  Die  Kerne 
sind  grün,  Hämoglobin  orange,  e-Körnung  violettrot,  a-Körnung  gelbrot 
Von  besonderer  Wichtigkeit  ist,  daß  diese  neutrophile  Körnung 
= «-Körnung  den  sogen,  polynukleären  Leukcoyten  angehört,  also  den- 
jenigen Formen,  welche  bei  der  Entzündung  hauptsächlich  emigrieren. 
Dieselben  machen  den  Hauptbestandteil  der  weißen  Blutkörperchen 
im  normalen  Blut  aus;  der  Eiter  besteht  der  Hauptsache  nach  aus 
diesen  Leukocyten  mit  neutrophOen  Granulationen. 

Auch  das  EnRLicH’sche  neutrale  Färbgemisch  stellt  die  neutro- 
philen Granulationen  gut  dar:  5 Volumina  konzentrierte  wässerige 
Säurefuchsinlösung  werden  unter  fortwährendem  Umrühren  mit  einem 
Volumen  konzentrierter  wässeriger  Methylenblauiösimg  gemischt;  so- 
dann werden  6 Volumina  Aqu.  dest.  hinzugemischt.  Man  läßt  mehrere 
Tage  abstehen  und  färbt  mit  dem  Filtrat  5 — 20  Minuten.  Kerne 
blau,  Erytrocyten  rot,  neutrophile  Körnung  violett,  eosinophile  rot. 


D.  Von  den  bisher  angeführten  Methoden  zur  Darstellung  der 
verschiedenen  Granulationen  geben  die  Triacidmischungen  auch  gute 
Übersichtsbilder,  und  dürfen  daher  umsomehr  eine  universelle  Bedeu- 
tung beanspruchen.  Ebenso  die  EHRLicH’sche  Hämatoxylin-Eosin- 
lösung  (s.  S.  125). 

Gute  Übersichts-  resp.  Orientierungsbilder  erhält  man 
auch  in  kurzer  Zeit,  wenn  man  die  fixierten  Deckglaspräparate  einige 
Minuten  in  0,25-proz.  spirituöser  Eosinlösung  färbt,  in  Spiritus  ab- 
wäscht, und  ganz  kurze  Zeit  in  Methylenblaulösung  nachfärbt. 

Gute  Präparate  erzielt  man  oft  auch,  wenn  man  die  beiden  Farbstoffe 
in  Formalin  löst : 30  ccm  gesättigte  spirituöse  Lösung  von  Methylenblau 
auf  100  ccm  2^j^-])roz.  Formalinlösung  und  20  ccm  einer  1-proz.  spiri- 
tuösen  Eosinlösung  auf  100  ccm  10-proz.  Formalinlösung.  Das  Me- 
thylenblau wird  abgewaschen,  dann  in  Eosin  gefärbt  und  abgewaschen. 

Ebenso  gibt  gute  Eesultate  die  etwas  langsamer  färbende,  leicht 
ersetzbare  Lösung  von  Chenzinsky.  In  dieser  sind  Methylen- 
blau und  Eosin  vereinigt: 

Konz,  wässerige  Methylenblaulösung  40  ccm 

V2-proz.  Eosinlösung  in  70-proz.  Alkohol  20  „ 

Glyzerin  20  „ 


Blut.  Orientieruiigsbilder. 
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Färben  unter  vorsichtigem  Erwärmen  bis  zum  Aufsteigen  von 
Dämpfen  — ^i->  Stniule  lang  oder  12—24  Stunden  lang  in  der 

Kälte.  ^ „ 

Sehr  empfehlenswert  ist  die  Färbung  von  Romanowsky-Zie- 

MANX. 

Dieselbe  hat  in  den  letzten  Jahren  mancherlei  Modifikationen  er- 
fahren. Sie  ging  ursprünglich  von  der  (anscheinend  irrtümlichen)  Vor- 
aussetzung aus,  daß  sich  in  einer  Mischung  von  basischem  Methylen- 
blau und  saurem  Eosin  ein  dritter  Farbstoff  bilden  sollte.  Ziemann 
fand,  daß  dieser  Farbstoff  sich  in  einem  Ubersclinß  von  Methylenblau 
oder  von  Eosin  wieder  löst.  Die  Mischung  muß  also  so  hergestellt  wer- 
den, daß  eine  derartige  Lösung  verhindert  wird,  was  bis  zu  einem  ge- 
wissen Grade  Sache  des  Ansprobierens  ist  (s.  jedoch  p.  131).  Auch  läßt 
sich  nicht  mit  jedem  Methylenblau  die  charakteristische  Färbung  erzielen. 
ZiEMAxx  empfiehlt  das  Methylenblau  med.  pur.  der  Höchster  Farbwerke 
und  das  Methylenblau  rectificat.  nach  Ehblich  von  Dr.  Grübler. 

Man  verfährt  nach  Ziemann  am  besten  so,  daß  man  sich  eine 
1-proz.  Äfethylenblaulösung  herstellt,  diese  gut  schüttelt,  und  nach 
24  Stunden,  wenn  sich  keine  ungelösten  Methylenblaustückchen  mehr 
in  ihr  finden,  mit  einer  0,1-proz.  Eosinlösung,  die  man  sich  durch 
Verdünnung  einer  1-proz.  herstellt,  zusammen  mischt.  Das  Mischungs- 
verhältnis der  Methylenblau-  zur  Eosinlösung  beträgt  im  Anfang  meist 
1 : 5—1  : 6,  kann  aber  zwischen  1 : 4 — 1 : 7 schwanken.  Bei  einer 
3 Wochen  alten  Methylenblaulösung  ist  das  Verhältnis  schon  1 : 4,5 
bis  5,5. 

Die  Färbung  ist  meist  in  30  Minuten  vollendet,  doch  kommen 
auch  hier  Schwankungen  vor.  Die  Präparate  werden  in  reinem  Wasser 
abgespült,  das  fortwährend  erneuert  wird,  am  besten  in  dem  dünnen 
Strahl  einer  Wasserleitung.  Die  Mischflüssigkeit  der  beiden  Farb- 
lösungen muß  jedesmal  vor  dem  Gebrauch  frisch  hergestellt  werden. 
Die  Präparate  werden  in  Xylolkanadabalsam  eingelegt.  Da  sich  auf 
der  Oberfläche  der  Mischflüssigkeit  ein  Häutchen  bildet,  so  empfiehlt 
es  sich  nicht,  die  Präparate  auf  der  Oberfläche  schwimmen  zu  lassen. 

Am  besten  sind  nach  Ziemann  zur  Aufnahme  der  Mischflüssigkeit 
Blockschälchen  mit  konkavem  Boden  oder  sonstige  Vorrichtungen, 
welche  es  verhindern,  daß  das  Präparat  in  seiner  ganzen  Ausdehnung 
mit  der  Bodenfläche  in  Kontakt  kommt,  weil  sich  auf  dieser  manch- 
mal ein  Niederschlag  bildet.  Vor  der  Herausnahme  des  Deckgläschens 
wird  das  Häutchen  mit  Fließpapier  entfernt. 

In  gelungenen  Blutpräparaten  sind  die  roten  Blutkörperchen 
rosa  gefärbt,  die  Kerne  der  sämtlichen  Leukozyten  karminviolett, 
das  Protoplasma  der  Lymphocyten  blau,  die  großen  Mononiikleären 
blaßblau,  die  Mastzellen  ebenfalls  bläulich ; das  Protoplasma  der  neu- 
trophilen Leukocyten  ist  blaß  karminviolett,  die  Granulationen  der- 
selben sind  noch  etwas  dunkler,  die  Granulationen  der  Eosinophilen 
erscheinen  tiefrot.  Der  Kern  kernhaltige]'  roter  Blutkörperchen  ist 
ebenfalls  karminviolett.  Auch  die  Blutplättchen  nehmen  karminvio- 
lette Farbe  an.  Malariaparasiten,  für  welche  die  Färbung  in  erster 
Linie  angegeben  war,  werden  im  Inneren  karminviolett,  ilir  Proto- 
plasma blau  gefärbt. 

Dem  Gesagten  zufolge  ist  die  Verwendbarkeit  der  Färbung  eine 
sehr  vielseitige.  Tatsächlich  ist  sie  auch  schon  mit  gutem  Erfolge 
zur  Darstellung  der  Strukturverhältnisse  der  Bakterien  (s.  p.  82)  und 

V.  Kall  Iden,  Technik  der  IiiBtologi.schcii  Untersuchung.  7.  Aull.  9 
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ZU  Zellstudien  yerwandt  worden.  Für  manche  Zwecke  dürfte  nach 
Ziemen  eine  partielle  Entfärbung  in  ganz  dünnen  Eosinlösunt^en 
guts  Dienste  leisten.  Andererseits  kann  die  Färbekraft  nocli  gresteiffert 


Farbstoff  bildet.  Es  könnte  auch  die  polychrome  Natur  des  Methylen- 
blau eine  Rolle  spielen. 

Nochte  fand  bei  seinen  Versuchen,  die  Romanowsky-Ziemakx- 
schc  IMethode  zu  yei einfachen , daß  ein  Zusatz  von  polychromem 
Methylenblau  zu  der  Metliylenblau-Eosiulösung  die  Färbung  sehr  er- 
leichtert. Polychrome  Methylenblaulösungeii  allein,  oder  mit.Eosin- 
lösuiig  vermischt,  geben  kein  befriedigendes  Ee.sultat.  Am  besten 
verwendet  man  neutralisierte  polychrome  Methyleiiblaiilüsung.  Die 
Neutralisation  bewirkt  man  in  der  Art,  daß  man  so  lange  stark  ver- 
dünnte Essigsäure  zusetzt,  bis  Lakmuspapier  oberhalb  der  Stelle,  bis 
zu  welcher  die  Farbstoff'lösung  selbst  vordringt,  rot  gefärbt  wird. 
Dann  neutralisiert  man  — ebenfalls  tropfenweise  — mit  polychromer 
Methylenblaulösung  selbst  zurück,  bis  an  einem  weiteren  Eeagenzpapier 
kein  rother  Streifen  mehr  auftritt. 

Diese  neutralisierte  polychrome  Methylenblaulösung  wird  mit  der 
gleichen  Menge  Wasser  verdünnt  nnd  dann  tropfenweise  von  einer 
beliebigen,  konzentrierten  Methylenblaulösung  zugesetzt,  bis  der  poly- 
chrome Farbenton  verschwunden  ist,  und  die  Lösung  rein  blau  aus- 
sieht. Die  Lösungen  müssen  sämtlich  wässerig  sein,  ohne  Beimengung 
von  Spiritus.  Von  der  so  erhaltenen  Methylenblaulösung  tropft 
man  soviel  in  verdünnte  Eosinlösung,  bis  auch  diese  dunkelblau  ge- 
worden ist.  Die  Vorteile  der  Modifikation  von  Nochte  sind  der  ge- 
ringere Niederschlag,  das  Ausbleiben  der  Häutchenbildung  und  die 
konstant  guten  Resultate.  Man  kann  das  Deckgläschen  auf  der  Farbe 
schwimmen  lassen.  Zu  dunkle  Präparate  werden  vorsichtig  mit  ganz 
verdünnter  Essigsäure  entfärbt. 

Rosix  hat  gezeigt,  daß  durch  Vereinigung  des  sauren  Eosin  und 
des  basischen  Methylenblau  ein  neuer  Farbkörper  entsteht,  der  in 
Wasser  fast  gar  nicht,  in  Alkohol  leichter  löslich  ist,  und  aus  diesem 
in  Kiystallform  erhalten  werden  kann.  Eosix  bezeichnet  diesen  Farb- 
körper als  e 0 s i n s a u r e s Methyle nblau.  Dasselbe  ist  leicht  löslich 
in  Methylenblau-  und  in  Eosinlösung  und  dürfte  nach  Rosix  in  dieser 
Form  eine  weitere  Verbreitung  in  der  Färbetechnik  finden.  Dieser 
Farbstoff  färbt  nämlich  alle  sauren  Substanzen  blau,  alle  alkalischen 
rot  nnd  alle  neutralen  violett.  Schwach  saures  Celloidin  wird  blau, 
Eiweiß  rot,  Mucin  blau,  Nuclein  blau,  Fibrin  rot.  In  Gewebs- 
schnitten  werden  die  Kerne  immer  blau,  Protoplasma  immer  rot.  In 
den  Nervenzellen  wird  das  Protoplasma  rosarot.  Die  Nissn’schen 
Granula  werden  blau,  während  sich  die  Kerne  der  Nervenzellen  nicht 
färben. 

Rosix  ist  der  Ansicht,  daß  dieser  neugebildete  Farbkörper  das 
wirksame  Prinzip  bei  der  RoMAXowsKY-ZiEMAxx’schen  Färbung  ist. 
Diese  Ansicht  wird  von  Nochte  bestritten,  da  das  eosinsaure  Methylen- 
blau nicht  dieselbe  färberische  Wirkung  hat,  wie  die  RoMAXowsicY’sche 
Methode,  namentlich  die  als  Kerne  der  Malariaparasiten  aufzufassenden 
Gebilde  vollständig  ungefärbt  läßt. 

Nach  neueren  Untersuchungen  Nochte’s  läßt  sich  aus  älteren, 
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nameutlich  alkoholischen  j\[etliylenhlaulösungen  durch  Chloroform  ein 
roter  Farbstoff  ausziehen,  den  man  nach  langsamer _ Verdunstung 
des  Chloroforms  isolieren  kann.  Er  löst  sich  ziemlich  leicht  in  kaltem 
Wasser  mit  rot-violetter  Farbe.  Der  Körper  ist  weder  mit  dem 
!Methylenrot  noch  mit  dem  Methylenviolett  identisch.  Nochte  nennt 
ihn  „Kot  aus  Methylenblau“.  Dieses  Rot  aus  Methylenblau 
färbt  oft  schon  allein  die  Jugendformen  der  JMalariaparasiten  spezifisch, 
den  Kern  rot,  einen  Teil  des  Parasitenleibes  blau,  einen  anderen 
läßt  es  ungefärbt.  Vorzüglich  färbt  eine  ZiEMANN’sche  Eosin-Methylen- 
blaulösung,  auch  wenn  sie  vorher  im  Stiche  läßt,  Avenn  man  ihr  einige 
Tropfen  Kot  aus  jMethidenblau  zusetzt.  Am  leichtesten  und  schnellsten 
gelingt  die  hierdurch  sehr  vereinfachte  Methode  bei  An- 
wendung alkoholischer  Lösungen.  Das  Rot  aus  Methylenblau  ist 
nach  Nochte  in  gewissen  Methylenblaumarken,  in  gereiften  und 
namentlich  in  älteren  alkoholischen  Lösungen,  Amn  vornherein  vor- 
handen, oft  aber  nur  in  Spuren,  so  daß  schon  ein  geringer  Uberschuß 
von  Methylenblau  oder  Eosin  bei  den  Mischungen  ins  GeAvicht  fäUt. 
Borax-Methylenblaulösuugen  enthalten  ziemlich  reichliche  Mengen  von 
Rot  aus  Methylenblau,  namentlich,  Avenn  man  sie  einen  Tag  bei  50'’ — 60'’ 
hält.  Nochte  empfiehlt  Lösungen  von  1 Proz.  Methylenblau  und 
Proz.  Soda.  Von  dieser  gibt  N.  soviel  zu  seiner  verdünnten  Eosin- 
lö'sung,  daß  die  Eosinbeimischung  nicht  mehr  zu  erkennen  ist.  Auf 
dieser  Lösung  schwimmen  die  Deckgläschen  5 — 10  Minuten. 

Laurent  hat  das  Mengenverhältnis  zwischen  Methjdenblau  und 
Eosin  genau  festgestellt.  1000  ccm  1 '’/qo  Eosinlösung  werden  mit 
882  ccm  17oo  Methylenblaulösuiig  zusammengegossen;  nach  48  Stunden 
ist  der  neutrale  Farbstoff  ausgefallen.  Unmittelbar  vor  dem  Färben 
wird  die  gut  geschüttelte  Farbflüssigkeit  mit  4 Teilen  Wasser  verdünnt 
und  gekocht.  Sofort  nach  dem  Kochen  wird  gefärbt,  % — 6 Stunden 
lang.  Entwässern  der  Deckglaspräparate  ohne  vorheriges  Abspülen 
und  Differenzieren  in  absolutem  Alkohol,  bis  keine  Farbwolken  mehr 
abgehen.  Xylol.  Balsam.  Schnitte  werden  in  96-proz.  Alkohol  kurz 
abgespült  und  in  absolutem,  eventuell  zu  erneuerndem  Alkohol 
differenziert,  2 — 10  Minuten  lang.  Bis  zu  6 Stunden  langes  Verweilen 
schadet  aber  auch  nicht. 

III.  Untersuchung  des  Blutes  in  Schnitten  nach  Biondi. 

Zur  Untersuchung  des  vorher  fixierten  Blutes  in  einer  Art 
von  Schnittpräparaten  hat  Biondi  eine  Methode  angegeben,  die  sich 
auch  für  andere  flüssige  Gewebsbestandteile  eignet. 

Einige  Tropfen  Blut  Averden  in  5 ccm  einer  2-proz.  Osmiumsäure- 
lösung gebracht  und  in  derselben  durch  Umschütteln  verteilt.  Später 
senken  sich  die  zeitigen  Elemente  zu  Boden.  Nach  24  Stunden  (nicht 
länger!)  entnimmt  man  mit  der  Pipette  1—2  Tropfen  der  Osmium- 
säurelösung und  überträgt  sie  in  5 ccm  Agar-Agar  (Agar  nach  Biondi 
zu  beziehen  von  Herrn  König,  Berlin,  Dorotheenstraße  29),  Avelches 
bei  33—37  ® verflüssigt  wird.  In  demselben  wird  das  Blutosmium- 
säuregemisch Avieder  durch  Schütteln  verteilt,  dann  wird  das  Agar 
in  Papierkästchen  ausgegossen,  wo  es  rasch  erstarrt.  Nun  Avird  der 
Agarblock  in  85-proz.,  mehrmals  zu  wechselndem  Spiritus  gehärtet 
und  geschnitten,  eventuell  zwischen  Hollundermark.  Färbungen  lassen 
sich  sehr  gut  anwenden,  da  selbst  intensive  Anilinfärbungen  von  dem 
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abgegeben  Averden.  Zum  Aiifhellen  der 
Sclmitte  ist  Xylol  zu  vermeiden.  Die  ätherischen  Öle  sowie  Kreosot 
sind  dagegen  anwendbar. 

Noch  feinere  Schnitte  erhält  man  nach  Biondi  durch  eine  Kom- 
bination der  Agareinbettung  mit  Paraflindurchtränkung.  Der  das 
Blut  enthaltende  Agarblock  wird  für  einen  Tag  in  Bergamottöl  ge- 
bracht,  kommt  aus  diesem  direkt  für  1—2  Stunden  in  Paraffin  von  45 
dann  läßt  man  ihn  in  Papierkästchen  im  AVasser  erstarren  Vor  der 
Färbung  Entfernung  des  Paraffins.  Ähnliche  Resultate  erreicht  man 
mit  den  nachstehenden  Methoden  von  Rindfleisch  und  H F Mülleb 

Nach  Rindfleisch  wird  das  in  irgend  einer  AVeise  fixierte  Blut 
ausgeAvaschen,  mit  einer  ganz  geringen  Menge  Glyzerin  vermischt  und 
dann  auf  Glasplatten  an  staubfreiem  Orte  dem  Trocknen  überlassen 
soweit  dies  der  Glyzerinzusatz  gestattet.  Dann  wird  dasselbe  mit 
einer  ganz  dünnen  Lage  von  Celloidin  übergossen,  die  sich  nach  dem 
Affirdunsten  als  feines  Häutchen  abziehen  läßt.  Das  Häutchen  wird 
gefärbt  usw. 

Arnold  empfiehlt  dasselbe  Verfahren  ohne  Anwendung  von 
Glj^zeriii. 


H.  F.  Müller  stellt  von  Blut,  dann  aber  auch  von  anderen  Sub- 
stanzen, die  nicht  fest  am  Deckglas  haften,  Deckglastrockenpräparate 
her,  bringt  die  Deckgläschen  für  einen  Moment  auf  eine  ganz  dünne 
Celloidinlösung,  läßt  abtropfen  und  lufttrockneu.  Darauf  kann  in  der 
geAVöhnlichen  AA^eise  nach  Ehelich  gefärbt  werden. 


lA^.  Untersuchung  des  Blutes  in  Gewebsschnitten. 

Hierzu  kommen  die  verschiedenen  Härtungsmethoden  in  Betracht. 
Besondere  Anerkennung  haben  aber  Formalin,  gesättigte  Sublimat- 
lösung, die  ZENKER’sche  Flüssigkeit  (p.  13)  und  die  unten  zu  erwäh- 
nende Flüssigkeit  von  Foa  gefunden. 

In  ZENKER’scher  Flüssigkeit  werden  die  Präparate  nach  Meecier 
24  Stunden  lang  fixiert,  dann  in  mehrmals  zu  wechselnden  50-proz. 
bis  70-proz.  bis  90-proz.  Alkohol  nachgehärtet.  Dann  kommen  die 
Stückchen  für  10 — 15  Tage  in  90-proz.  Jodalkohol  — ®/4-proz.  Jod- 
tinktur), dem  man,  Avenn  er  sich  entfärbt,  immer  wieder  einige  Tropfen 
Jodtinktur  zusetzt.  Dann  absoluter  Alkohol  usw. 

Foa  empfiehlt  Härtung  kleiner  Stückchen,  2 — 3 Stunden  lang, 
manchmal  24  Stunden  lang,  bei  39 — 40°  in  Sublimat  2 g in  fast 
siedender  AIüLLER’scher  Flüssigkeit  100  ccm  gelöst.  Dann  Alkohol, 
der  so  oft  gewechselt  wird,  bis  er  ganz  rein  bleibt. 

In  dieser  Härtungsflüssigkeit  behalten  die  roten  Blutkörperchen 
ihr  Hämoglobin  bei.  Zur  Färbung,  namentlich  der  kernhaltigen  roten 
Blutkörperchen,  kommen  die  Schnitte  für  1 — 3 Minuten,  manchmal 
15 — 20  Minuten  in 

Hämatoxylinlösung  25  Teile, 

Aqu.  destillat.  100  „ 

1-proz.  Avässerige  Salfraninlösung  20  „ 

Dann  AusAvaschen  in  AVasser,  Übertragen  entAveder  in  starke 
alkoholische  Pikrinsäurelösung,  Xylol,  Balsam  oder  schwache  Orange- 
lösung, AVasser,  absoluten  Alkohol,  Xylol,  Kanadabalsam. 

Teambusti  benutzt  zur  Unterscheidung  der  Leukocyten  von  den 
Erytrocyten  in  ihren  verschiedenen  Entwicklungsstadien  das  Affir- 
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liaiidensein  von  Granulationen  in  den  Leukocyten.  Die  in  Flemming- 
sclier  Lösung-  gehärteten  Präparate  werden  24  Stunden  lang  in  einer 
1-proz.  Thioninlösiing  in  Anilinwasser  (4  : 100)  gefärbt,  die  überiärbten 
Schnitte  in  salzsaiirem  Alkohol  ausgewaschen  und  dann  zuerst  in 
Avässerige  und  weiterhin  in  spirituöse  Lösung  von  Eosin  gebracht. 
Xylolkanadabalsam. 

Untersuchung  der  Blutplättchen. 

Die  Blutplättchen  sind  flaclie,  ovale  Scheiben,  die  in  ihrer  Größe 
schwanken  und  ein  Drittel  der  Größe  eines  roten  Blutkörperchens 
erreichen  können. 

Bei  ihrer  Darstellung  muß  man  berücksichtigen,  daß  sie  aut  den 
geringsten  Reiz,  auch  den  der  Luft,  sehr  erhebliche  Gestalts-  und 
Formveränderungen  eingehen. 

Man  verfährt  deshalb  so,  daß  man  auf  die  eigene  Haut  oder  aut 
die  Haut  des  rasierten  Warmblüters  einp  großen  Tropfen  1-proz. 
Osmiumsäure  bringt  und  durch  diesen  hindurch  die  Haut  ansticlit. 
In  dem  Blut,  welches  sich  dann,  ohne  mit  der  Luft  in  Berührung  zu 
kommen,  in  der  Osmiumsäue  verteilt,  kann  man  die  Blutplättchen 
gut  untersuchen. 

Statt  der,  namentlich  von  Eberth  und  Schimmelbusch  empfohlenen 
Osmiumsäure  kann  man  sich  auch  einer  Lösung  bedienen  von 
Methylviolett  0,01 

0,6-proz.  Kochsalzlösung  50,0 

Ein  weiteres  Mittel  zur  Veranschaulichung  der  Blutplättchen  be- 
steht in  der  sehr  schnell  vorgenommenen  Erhitzung  eines  Trocken- 
präparates nach  Ehrlich  (s.'  p.  123). 

Besonders  gut  läßt  sich  ihre  Entstehung  und  Gestaltveränderung 
mittels  der  DEETjEN’schen  Methode  (s.  p.  122)  verfolgen. 

Die  Blutplättchen  färben  sich  in  Trockenpräparaten  in  konzen- 
trierten wässerigen  Lösungen  von  Methylviolett,  Anilingrün,  Fuchsin 
diffus.  Haben  sie  sich  aber  schon,  was  meistens  geschieht,  in  einen 
zentralen  körnigen  Teil  und  eine  homogene  periphere  Partie  differen- 
ziert, so  färbt  sich  das  Zentrum  etwas  intensiver.  Gut  färben  sie  sich 
auch  nach  Eomahowskt-Ziemahn  (s.  p.  129). 

Untersuchung  und  Nachweis  von  Fibrin. 

Zur  Untersuchung  des  Fibrins  genügt  sehr  oft  eine  Doppelfärbung 
mit  Hämatoxylin  und  Eosin  an  möglichst  dünnen  Schnitten.  Auf  diese 
Weise  gelingt  es  z.  B.  ganz  gut,  das  Fibrinnetz  bei  der  fibrinösen 
Pneumonie  und  innerhalb  der  diphtherisch  entzündeten  Schleimhäute 
sichtbar  zu  machen.  Besonders  bewährt  hat  sich  für  den  Fibrin- 
nachweis auf  und  in  Schleimhäuten  und  serösen  Häuten  in  neuester 
Zeit  die  van  GiEsoN’sche  Färbung. 

Eine  vorzügliche  Methode  zur  Untersuchung  und  Färbung  des 
Fibrins  ist  die  von  Weigert  angegebene,  die  sich  von  der  Bakterien- 
färbung desselben  Autors  (s.  p.  86)  nur  in  der  Wahl  der  Entfärbiings- 
flüssigkeis  unterscheidet. 

WEiGERT’sclie  Fibrinfärbungsmethode. 

1)  Alkoholhärtung. 

2)  Färbung  5 — 15  Minuten  lang  in  konzentrierter  Anilinwasser- 
gentianaviolettlösung  oder  Methylviolettlösung. 
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3)  Abspülen  in  0,6-proz.  NaCl-Lösnng-. 

41  Abtrocknen  auf  dem  8patel  oder  Objektträger  mit  Fließpa])ier. 
® Linosu  "g  f!  “loo'”"  »äei-  Spatel  in  Jodjod- 

6)  Abtrocknen  mit  Fließi)apier. 

7)  Entfärben  in 


Anilinöl  2 Teile 
Xylol  1 „ 

8)  Entfernen  des  Anilin-Xylols  durch  Xylol. 

9)  Kanadabalsam.  ' ^ 

Auf  diese  Weise  wird  das  Fibrin  schön  blau  gefärbt,  während 

alles  andere,  aimgenommen  Bakterien,  entfärbt  wird.  Nicht  gefärbt 
werden  namentlich  auch  Blutkörperchenreste,  käsige  Massen  und  Koa- 
gnlationsnekrosen. 

Kromaxer  empfiehlt  statt  der  Entfärbung  (sub  7)  in  Anilinöl  eine 
solche  in  Acetonxylol  1 : 5 — 5,5.  So  sollen  Mikroorganismen,  Fibrin, 
collagenes  Gewebe,  Epithelfasern  usw.  zu  gleicher  Zeit  gefärbt  werden. 

Eine  schöne  Doppelfärbung  läßt  sich  erzielen,  wenn  man  die 
Präparate  mit  Lithionkapin  (s.  p.  47)  vorfärbt.  Die  Fibrinfärbung 
gelingt  an  Alkohol-,  Sublimat-  und  Formalinpräparaten.  An  Schnitten 
von  Chrompräparaten  gelingt  sie  ebenfalls,  wenn  man  dieselben  einige 
Zeit,  am  besten  einige  Stunden,  in  5-proz.  Oxalsäure  liegen  läßt. 

Man  kann  nach  Löwit  die  Fibrinfärbung  auch  am  frischen  Blut- 
präparat vornehmen.  Man  wartet  den  Eintritt  der  Gerinnung  unter 
dem  Deckglas  ab  und  zieht  dann  zunächst  vom  Bande  des  Deck- 
glases her  eine  0,6-proz.  Kochsalzlösung  durch,  bis  die  roten  Blut- 
körperchen ausgeschwemmt  sind.  Die  Leukocyten  und  Blutplättchen 
bleiben  meist  zurück.  Dann  folgen  Alkoholdurchspülung  und  die  ein- 
zelnen Prozeduren  der  WEiGERi’schen  Methode,  die  sämtlich  unter 
dem  Deckglas  vorgenommen  werden. 

Zenker  empfiehlt  die  Anilinwassergentianaviolettlösung  nicht 
durch  Zugießen  alkoholischer  Farblösung,  sondern  durch  direktes  Auf- 
lösen der  Farbe  in  Anilinwasser  herzustellen,  weil  dann  die  Farbe 
weniger  leicht  ausgezogen  werden  soll.  Auch  verlängert  er  die  Ent- 
färbungszeit dadurch,  daß  er  1 Teil  Anilinöl  mit  2 Teilen  Xylol 
mischt. 

Arnold  empfiehlt  zur  direkten  Untersuchung  der  Fibrinbildung 
die  oben  beschriebenen  Holunderplättchenmethode  (p.  121).  Um  den 
vitalen  Gerinnungsprozeß  zu  studieren,  werden  die  Plättchen  in  eine 
Hauttasche  eingeführt,  sobald  Blutung  eingetreten  ist.  Man  kann  die 
Plättchen  direkt  untersuchen,  oder  nach  Konservierung  in  1-proz. 
Osmiumsäure,  MüLLER’scher  Lösung  mit  Sublimat,  4-proz.  Formel; 
dann  Härtung  in  Alkohol  von  steigender  Konzentration,  Einbettung 
in  Celloidin.  Als  Färbung  wendet  Arnold  an:  Hämatoxylin-Eosin, 
VAN  Gieson,  Eisenhämatoxylin  nach  Heidenhain  (p.  59),  die  M'eigert- 
sche  Markscheidenfärbung  und  die  WEiGERx’sche  Fibrinmethode.  Um 
ein  Einreißen  beim  Herausnehmen  der  Plättchen  zu  verhindern,  die 
oft  schon  nach  12  Stunden  festhaften,  ist  es  praktisch,  mehrere 
Plättchen  aufeinander  geschichtet  in  das  Unterhautbindpewebe  ein- 
zuführen. Nach  Verlauf  mehrerer  Tage  muß  man  die  Plättchen, 
nachdem  die  Tiere  durch  Verbluten  getötet  sind,  aus  der  Haut  heraus- 
schneiden. Man  kann  die  Plättchen  auch  verschieden  lange  Zeit,  bis 
zu  mehreren  Stunden,  in  eine  kleine  feuchte  Kammer  übertragen. 


Modifikation  der  Fibrinfärbung'. 
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Auch  in  den  Lymphsack  von  Fröschen  liat  Aknold  die  Plättchen 
gehraclit,  bis  zu  28  Tagen  liegen  lassen  und  das  ganze  Tier  lebend 
in  Konservierungstlüssigkeit  übertragen. 

Modifikation  der  Fibrinfärbung  nach  Beneke. 

Wenn  man  die  entfärbende  Fähigkeit  des  Anilinolxylols  durch 
stärkeren  Zusatz  von  Xylol  herabsetzt,  so  kann  man  auch  eine  Reihe 
anderer  Gebilde  mit  der  Fibrinfärbungsmethode  von  AVeigert  dar- 
stellen. Beneke  empfiehlt  zu  diesem  Zweck  2 'I’eile  Anilinöl  mit 
3 Teilen  Xylol  zu  mischen.  Man  kann  auf  diese  Weise  darstellen : 
1)  Kernteilungsfiguren,  2)  Bindegewebsfasern,  blauviolett  bis  rötlich- 
violett,  3)  elastisches  Gewebe,  leuchtend  rot,  und  dadurch  von  den 
dunkelblauen  Bindegewebsfibrillen  scharf  abgehoben,  4)  Fibrillen  des 
Knochengewebes  und  SnARPEv’sche  Fasern,  5)  quergestreifte  Musku- 
latur mit  deutlicher  Abhebung  der  dunkelblauen  Querscheiben,  6)  Neu- 
roglia.  Außer  dieser  färben  sich  im  Zentralnervensj^stem  nur  noch 
die  Kerne  der  Ganglienzellen,  7)  die  Epithelfibrillen  des  Platten- 
epithels. 

•‘"Ifer  Grad  der  nötigen  Entfärbung  ist  für  die  einzelnen  anfge- 
zählten  Gewebe  ein  verschiedener  und  muß  eventuell  dadurch  kon- 
troliert  werden,  daß  man  den  Schnitt  probeweise  in  reines  Xylol 
bringt  und  unter  dem  Mikroskop  untersucht. 

Fibrinfärbung  von  Kockel. 

Dieselbe  ist  dem  WEiGEET’scben  Verfahren  der  Markscheidenfärbung  nachge- 
hildet  und  läßt  sich  an  beliebig  gehärtetem  Material  ausführen.  Die  Stücke 
■werden  in  Paraffin  eingebettet,  auf  den  Objektträger  aufgeklebt,  vom  Paraffin  be- 
freit und  für  5 — 10  Minuten  in  1-proz.  bis  höchstens  5-proz.  Chromsäurelösung  über- 
tragen. Dann  werden  die  Schnitte  kurz  ausgewässert,  5—20  Sekunden  lang,  bis  sie 
blaß  aber  noch  deutlich  gelb  sind.  Dann  Färben  in  WEiGERT’schem  Hämatoxylin 
(s.  Eegister),  15—20  Minuten  lang.  — Abspülen  in  Wasser.  — Übertragen  für  1 Mi- 
nute in  konzentrierte,  etwa  10-proz.  wässerige  Alaunlösung,  bis  die  Schnitte  dunkel- 
blau sind.  — Auswaschen  in  Wasser.  — Vorsichtige  Differenzierung  3—6  Minuten 
lang  in  WEiGEEr’scher  Borax-Ferricyankaülösung,  die,  mit  der  3-fachen  Menge  Wasser 
verdünnt  ist.  — Auswaschen  in  Wasser.  — Übertragen  15  Minuten  bis  1 Stunde 
lang  in  konzentrierte  wässerige  Alaunlösung.  — .luswaschen  in  Wasser.  — Gegen- 
färbung in  Karmin  oder  stark  verdünntem  Saffranin.  — Entwässern  in  Alkohol,  Öl, 
Balsam. 

An  Eückenmarksstücken  mit  Meningitis,  die  in  Formalin  gehärtet  und  in  Cel- 
loidin  eingebettet  waren,  kann  man  nach  von  Kahlden  das  Fibrin  oft  auch  direkt 
nach  der  WEiGEUT’schen  Markscheidenfärbung  darsteUen,  nachdem  die  Schnitte  nach 
Gudden  (s.  Eegister)  10  Stunden  in  0,55-proz.  Chromsäure  verweilt  haben. 

Fremde  Bestandteile  im  Blut. 

Zur  Untersucliiing  des  Blutes  auf  Pigment  genügt  eine  einfache 
A'erteilung  feinster  Bliittröpfchen  in  einem  Tropfen  0,6-proz.  Koch- 
salzlösung. 

Außerdem  kann  man  Trockenpräparate  ungefärbt,  oder  mit  Anilin- 
farben gefärbt,  bersteilen. 

Der  Nachweis  extra-  und  intracellulären  Glykogens  im  Blute  wird 
nach  den  (p.  69)  angegebenen  Regeln  geführt. 

VonÖcbizomyceten  kommen  iin  Blute  des  lebenden  Menschen 
häuptsächlich  Milzbrandbazillen  und  Rekurrensspirillen  vor.  Auf  Milz- 
brandbazillen untersucht  man  Deckglastrockenpräparate,  die  nach 
Gram  gefärbt  sind,  oder  Bluttropfen  frisch.  Bei  Tieren,  die  mit  Milz- 
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brand  infiziert  sind,  kann  man  das  Blut  auch  sehr  gut  im  hängenden 
Tropfen  untersuchen. 

Will  man  auf  andere  ^Mikroorganismen,  speziell  auf  Kokken,  unter- 
suchen, so  ist  das  Kulturverfahren  kaum  zu  entbehren.  Bei  gefärbten 
Präparaten  muß  man  sich  vor  allem  vor  einer  Verwechslung  mit  den 
basophilen  y-  und  d-Granulationen  (s.  p.  126)  hüten,  die  sich  ebenso 
wie  die  Bakterien  mit  den  basischen  Anilinfarben  fingieren.  Die  d-Gra- 
nulationen  sind  so  fein,  daß  sie  mit  den  bekannten  Kokkenformen 
nicht  verwechselt  werden  können.  Die  Körner  der  Mastzellengranu- 
lationen können  dagegen  den  Kokken  sehr  ähnlich  sein,  sind  aber 
gewöhnlich  nicht  so  gleichmäßig  groß  wie  die  letzteren. 

Man  kann  sich  die  Bakterienfärbung  von  Bluttrockenpräparaten 
sehr  erleichtern,  wenn  man  dieselben  10  Sekunden  lang  mit  1 — 5-proz. 
Essigsäure  behandelt,  danach  gründlich  auswäscht  und  nun  färbt. 

Auf  diese  Weise  wird  das  Hämoglobin  aus  den  roten  Blut- 
körperchen ausgezogeu  und  die  Bakterien  werden  fast  isoliert  gefärbt. 

Anderseits  kann  man  in  Präparaten,  die  nach  Gram  gefärbt 
werden  sollen,  aber  auch  die  roten  Blutkörperchen  deutlich  hervor- 
treten lassen,  wenn  man  dem  zur  Entfärbung  benutzten  Alkohol 
etwas  Eosin  zusetzt. 

Rekurreusspirillen  können  während  des  Fieberanfalles  im  frischen 
Blut  untersucht  werden.  Sie  sind  an  ihrer  lebhaften  Eigenbewegung 
zu  erkennen.  In  Trockenpräparaten  Färbung  mit  Bismarckbrauii  in 
wässeriger  oder  in  Glyzerinlösung  oder  mit  Löffler’s  Methylenblau. 
S.  außerdem  p.  112. 

Über  Malariaplasmodien  s.  p.  119. 

Zählung  der  Blutkörperchen. 

Zur  Zählung  der  Blutkörperchen  bedarf  es  einer  vorherigen  Ver- 
dünnung des  Blutes.  Man  bedient  sich  dazu  einer  Pipette,  welche  in 
ihrer  Mitte  eine  ampullenartige  Erweiterung  trä^.  Diese  Ampulle  hat 
genau  den  100 fachen  Kubikinhalt  von  demjenigen  Teil  der  Pipette, 
der  unterhalb  der  Ampulle  gelegen  ist.  Man  verfährt  nun  so,  daß 
man  zunächst  die  Pipette  bis  an  die  Grenze  der  Ampulle  mit  Blut 
füllt  und  dann  so  viel  von  der  Verdünnungsflüssigkeit  nachzieht,  daß 
die  Ampulle  gerade  gefüllt  wird.  Auf  diese  Weise  erreicht  man  eine 
100  fache  Verdünnung. 

Es  sind  verschiedene  Verdünnungsflüssigkeiten  angegeben  worden. 
Am  leichtesten  gelingt  die  Untersuchung  mit  der 

Verdünuungsflüssigkeit  von  Toisojsr: 


Methylviolett  0,025 

Neutr.  Glyzerin  30  ccm 
Aqu.  destillata  80,0 

Dazu  kommt  eine  Lösung  von 

Chlornatrium  1,0 

Schwefelsaures  Natr.  8,0 
Aqu.  destillata  80,0. 


Dann  wird  filtriert. 

Nach  5—10  Minuten  sind  die  weißen  Blutkörperchen  violett  fin- 
giert und  unterscheiden  sich  alle  gut  von  den  grünlich  gefärbten 

roten  Blutkörperchen.  i 

Mit  dem  durch  diese  Flüssigkeit  auf  das  100  fache  verdünnten 
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Blute  füllt  man  iiim  den  TnoiuA-ZEiss’sclieii  Zählapparat  (zu  beziehen 
von  C.  Zeiß,  Jena).  Derselbe  besteht  aus  einer  0,1  mm  tieten  leuchten 
Kammer,  deren  Boden  in  400  Quadrate  eingeteilt  ist,  von  denen  je 
16  dadurch  übersichtlich  zusammengefaßt  sind,  daß  jede  tünite  hori- 
zontale und  vertikale  Quadratreihe  noch  einmal  halbiert  ist.  Die 
Flüssigkeitsschicht  über  jedem  Quadrate  beträgt  Viooo  cmin. 

Es  werden  dann  in  möglichst  vielen  Quadraten  die  Blutkörper- 
chen gezählt,  und  zwar  nicht  nur  diejenigen,  die  sich  im  Qiiadratrauni 
selbst  befinden,  sondern  auch  diejenigen,  welche  auf  den  Linien  des 
Quadrats  liegen.  Um  doppelte  Zählung  zu  vermeiden,  zählt  man  von 
den  letzteren  nur  die  in  der  linken  und  oberen  Begrenzungslinie 
liegenden  mit,  und  vernächlässigt  die  an  der  rechten  und  an  der  unteren. 

Zur  Berechnung  multipliziert  man  den  Kubikinhalt  4000  mit  der 
Zahl  der  Verdünnung  und  mit  der  Zahl  der  gezählten  Blutkörperchen 
und  dividiert  durch  die  Anzahl  der  gezählten  Felder.  Die  Zahl,  die 
man  erhält,  ergibt  die  Zahl  der  Blutkörperchen  in  einem  Kubikmilli- 
meter. In  einer  Formel  ausgedrückt,  ist  die  Berechnung  folgende: 

4000  . V . 2 

x = — 

n 

X = Zahl  der  Blutkörperchen  in  einem  Kubikmillimeter  unverdünnten 
Blutes,  V = Verdünnung,  in  den  meisten  Fällen  also  = 100,  ^ die 
Zahl  der  Blutkörperchen  in  den  gezählten  Quadraten,  n = Anzahl 
der  gezählten  Felder.  Hat  man  also  bei  lOOfacher  Verdünnung 
40  Quadrate  gezählt,  so  kann  man  die  gefundene  Zahl  einfach  mit 
10  000  multiplizieren. 

Will  man  bloß  die  weißen  Blutkörperchen  zählen,  so  kann  man 
nach  dem  Vorgang  von  Thoma  das  Blut  im  Verhältnis  1 : 10  mit 
Wasser  verdünnen,  welches  0,3-proz.  Essigsäureanhydrid  enthält.  Die 
roten  Blutkörperchen  werden  dann  gelöst  und  dadurch  das  Zählen 
der  weißen  sehr  erleichtert. 

UntersiicLiimg  des  Herzens  und  der  Gefäße. 

Der  Zustand  des  Herzmuskels  läßt  sich  sehr  gut  an  frischen 
Zupfpräparaten  untersuchen,  bei  denen  die  Zerzupfung  nur  hin- 
reichend fein  ausgeführt  werden  muß.  Zur  Unterscheidung  der  trüben 
Schwellung  von  der  Verfettung  bedient  man  sich  der  in  Kap.  1 (p.  8 
und  9)  angegebenen  Eeagentien,  Essigsäure  einerseits  und  ander- 
seits 1-proz.  Osmiumsäure  (s.  auch  p.  62). 

Pigmentdegeneration  des  Herzmuskels  erkennt  man  ebenfalls  gut 
an  Zupfpräparaten. 

Die  Härtung  geschieht  in  MüLLEß’scher  Flüssigkeit,  Alkohol  oder 
Formalin. 

Degenerative  Veränderungen  werden,  soweit  Verfettung  in  Frage 
kommt,  an  Präparaten  aus  FLEMMiNö’scher  Lösung  oder  der  Flüssig- 
keit von  Makchi  oder  mit  Sudanfärbung  untersucht.  Für  hyaline 
Degeneration  usw.  kommt  Alkohol-  und  Formalinhärtung  und  Färbung 
nach  VAN  Gieson  hauptsächlich  in  Betracht. 

Schnittpräparate  bettet  man  zweckmäßig  in  Celloidin  ein  und 
färbt  mit  Kernfärbemitteln.  Die  Karminfärbungen,  Lithionkarmin  und 
Boraxkarmin,  verdienen  namentlich  dann  den  Vorzug,  wenn  es  sich 
um  den  Nachweis  von  Pigment  handelt.  Pikrokarmin  läßt  die  quer- 
gestreiften Muskelfasern  sehr  deutlich  hervortreten. 
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Milz,  Kuochemnark  und  Lymphdrüsen. 


Eiidokaiditisclie  EfflorGszenzeii  und  Klappenves'etationen  knnri 
man  friscli  auf  Bakterien  in  Beckglastrockenpräparaten  untersuchen, 
die  man  so  lierstellt,  daß  man  die  Auflagernngsmassen  direkt  auf 
Deckgläsern  abreibt,  oder  auch  so,  daß  man  sie  in  etwas  sterilisiertem 
und  hltriertem  asser  vermittels  eines  ausgeglühten  Glasstabes  ver- 
reibt und  von  der  Flüssigkeit  auf  Deckgläser  aufstreicht. 

_ bchnittpräparate  sind  in  Celloidin  einzubetten.  Auch  Paraffin- 
einbettiing  kann  angewandt  werden. 

Zur  Färbung  von  Bakterien  dient  entweder  die  einfache  Tinktion 
mit  Gentianaviolett  und  Auswaschen  in  Alkohol  (s.  p 85)  oder  die 
Gn^i  sehe  Methode,  nach  der  sich  die  meisten  in  den  endokarditischen 
Allflagerungen  vorkommenden  Bakterien,  so  namentlich  der  Strepto- 
coccus und  Staphylococciis  pyogenes,  sowie  der  FilAENKEL-A^'EICHSl^L- 
BAUMsche  Pneumococciis  färben. 

Zur  histologischen  Untersuchung  der  endokarditischen  Efflo- 
reszenzen  färbt  man  mit  Alaunkarmin  oder  mit  Hämatoxylin  und 
Ivaimin  resp.  Eosin;  oft  ist  auch  die  AYEiG-EET’sche  Fibrin färbunsr 
(p.  133)  am  Platz. 


Auch  die  polychrome  Methylenblaufärbung  (s.  p.  143)  leistet  hier 
manchmal  gute  Dienste;  ebenso  die  van  GiEsoN’sche  Methode. 

Die  großen  Gefäße  härtet  man  ebenfalls  zweckmäßig  in  Müllee- 
scher  Flüssigkeit;  auch  Formalin  gibt  gute  Resultate.  Zur  Unter- 
suchung der  p’teriosklerotischen  Veränderungen,  namentlich  in 
frischeren  Stadien , ^ kommt  die  FnEMMiNG’sche  Härtungsflüssigkeit 
(p.  55  u.  63)  oder  diejenige  von  Maechi  (s.  Register)  zur  Anwendung. 
Zur  Darstellung  der  elastischen  Fasern  dienen  die  p.  140  u.  141  an- 
gegebenen Methoden. 


Milz,  Knochenmark  und  Lymphdrüsen. 

Als  Härtungsmittel  sind  zu  empfehlen  MÜLLEE’sche  Flüssigkeit, 
Formalin  und  Sublimat.  Mit  Vorteil  kann  man  sich  nach  dem  Voi’- 
gang  von  FoÄ  auch  einer  Lösung  von  2 g Sublimat  in  100  g fast 
zum  Sieden  erhitzter  MüLLEE’scher  Flüssigkeit  bedienen.  Ebenso 
ist  die  ZENKEE’sche  Härtungsflüssigkeit  (s.  p.  13)  empfehlenswert. 

Heinz  (Zieglers  Beiträge  Bd.  29)  empfiehlt  Fixierung  des  Knochen- 
marks entweder  in  10-proz.  Formol,  oder  in  10— 15-proz.  Formol  in 
0,6-proz.  Kochsalzlösung,  oder  in  einer  Formol-Sublimat-Eisessig-Lösung. 
Man  härtet  2 — 3 Stunden  bei  Körpertemperatur  in  einer  vorgewärmten 
Lösung  von  Formol  8%)  Sublimat  3,5%,  Eisessig  0,5  ®/o  0,6-proz. 

Kochsalzlösung,  wäscht  24  Stunden  in  fließendem  AVasser  aus,  und 
bettet  nach  Jodalkoholbehandlung  zur  Entfernung  überschüssigen 
Sublimats  in  Paraffin  ein. 

Zur  Färbung  dienen  die  Kernfärbemittel,  daneben  kommen  aber 
auch  die  von  Ehelich  für  die  Blutuntersuchung  angegebenen  Fär- 
bungen (s.  p.  125)  in  Betracht;  ebenso  die  Färbung  von  Romanowskt- 
ZlEMANN  (p.  129). 

Reticulum  und  Bindegewebe  kann  man  nach  Malloey  (s.  Register) 
darstellen. 

Zur  Färbung  der  eosinophilen  Zellen  empfiehlt  AVolef  eine 
10 — 15  Minuten  lange  Vorfärbung  in  wässeriger  konzentrierter 
Orangelösung. 

isolierte  Zellen  des  fixierten  Knochenmarks  kann  man  nach 


Serüse  Häute. 
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Ahxold  gut  uiitersuclien,  wenn  man  dünne  Celloidinsclinitte  auf  dem 
Objektträger  mit  Nelkenöl  von  Celloidin  befreit,  mit  Kanadabalsam 
bedeckt  und  durch  leicliten  Druck  mit  dem  Deckgläsclien  die  Zellen 
isoliert.  Oder  man  bringt  kleine  Stückchen  auf  6 Stunden  in  1-proz. 
Osmiumsäure  und  zerschüttelt  sie  in  EhkijICh’s  Hämatoxylin-Eosin. 

Knochenmark  gewinnt  man  derart,  daß  man  einen  langen  Köhren- 
knochen aufmeißelt  oder  mit  einer  Knochenschere  _ erölfnet  und  mit 
dem  Skalpell  einen  ^^'ürfel  entnimmt,  Härtung  in  den  oben  em- 
pfohlenen Fixierungsflüssigkeiten.  Färbung  mit  den  für  das  Blut  an- 
gegebenen jMethoden. 

Man  kann  aber  auch  die  Knochenmarkflüssigkeit  nach  der  Deck- 
glastrockenmethode untersuchen  (s.  Blut),  indem  man  einen  markhal- 
tigen, namentlich  spongiösen  Knochen  auf  dem  Schraubstock  auspreßt. 

Schließlich  kann  man  auch  die  Markhöhle  anbohren,  ein  feines 
Kapillarröhrchen  einstoßen  nnd  den  in  dem  Röhrchen  aufsteigenden 
Marksaft  auf  das  Deckglas  bringen,  oder  auf  DEEUEN’schem  Agar 
(s.  p.  122)  untersuchen ; das  Bohrloch  kann  man  am  lebenden  Tier  mit 
Wachs  oder  Paraffin  verschließen. 

Um  Milzpulpa  ganz  frisch  zu  untersuchen,  empfiehlt  Ehelich, 
sofort  nach  dem  Tode  mit  einem  dicken  Troikart  durch  die  Haut 
durch  in  die  Milz  einzustechen  und  den  so  erhaltenen  Saft  auf  dem 
Deckglas  auszustreichen. 


Seröse  Häute. 

Für  dieselben  kommen  die  Härtungen  in  MüLLEE’scher  Flüssig- 
keit oder  Alkohol  und  Formalin  und  als  Färbung  die  gewöhnlichen 
Kernfärbemittel  zur  Anwendung. 

Um  seröse  Häute  (Meningen,  Peritoneum)  in  ausgebreitetem  Zu- 
stande zu  fixieren,  spannt  man  sie  über  ein  Glasgefäß,  z.  B.  ein  Uhr- 
schälchen, und  bringt  sie  so  in  die  Fixierungsflüssigkeit. 

Zur  Darstellung  der  Endothelien  und  ihrer  Zellgrenzen  w^endet 
man  die  Silberimprägnation  an.  Das  frische  Präparat  ivird  möglichst 
ausgebreitet,  gründlich  mit  destilliertem  Wasser  abgespült,  um  das 
Blut  zu  entfernen,  und  dann  für  einige  Sekunden  im  Lichte  in  eine 
0,1— 0,25-proz.  Lösung  von  Silbernitrat  oder  in  eine  Mischung  von 
gleichen  Teilen  1-proz.  Silbernitrats  und  2-proz.  Osmiumsäure  über- 
tragen. Nach  mehrmaligem  Abspülen  in  destilliertem  Wasser  wird 
das  Präparat  in  absolutem  Alkohol  fixiert. 

Will  man  die  Zollgrenzen  an  den  Gefäßendothelien  darstellen, 
muß  man  die  Silberlösung  oder  Silberleim  (durch  Zusatz  von  5% 
Gelatine)  injizieren. 

Seröse  Trans-  und  Exsudate  kann  man,  wenn  sie  zellreich  sind, 
direkt  im  frischen  Präparat  mit  Zusatz  von  etwas  Kochsalzlösung 
untersuchen.  Sind  sie  dagegen  zellarm,  so  läßt  man  sie  sedimentieren, 
was  sich  namentlich  auch  dann  empfiehlt,  wenn  man  auf  Tuberkel- 
bazillen oder  andere  Bakterien  untersuchen  will,  oder  man  wendet 
das  Zentrifugierungsverfahren  an. 

Entzündliche  Auflagerungen  werden  nach  vorhergehender  sorg- 
fältiger Celloidineinbettung  mit  Hämatoxylin  - Eosin , nach  der 
WEiGERT’schen  Fibrinfärbungsmethode,  vor  allem  auch  nach  van 
Gieson  gefärbt,  wobei  es  sich  empfiehlt,  den  Fuchsingehalt  der  Färbe- 
flüssigkeit zu  variieren. 
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Haut. 


Haut. 


Die  Haut  wird  in  MÜLLEn’scher  Flüssigkeit,  Alkohol  oder  in 
Formalin  gehärtet  und  passend  in  Celloidin  eingebettet.  Zur  Färbung 
dient  Häinatoxylin,  Alaunkarmin  oder  eine  andere  Kernfärbung. 

Die  Epithelfaserii  werden  mit  der  WEiGERT’schen  Fibrinmethode 
oder  deren  Modifikation  nach  Beneke  (s.  p.  135)  dargestellt. 

Zur  Darstellung  der  elastischen  Fasern,  sowohl  in  der  Haut 
wie  in  anderen  Organen  dienen  hauptsächlich  das  Verfahren  von 
Unka-Taenzer  und  die  Methode  von  Weigert. 

Verfahren  von  Unna-Taenzer. 


1)  Härtung  am  besten  in  Alkohol,  Formalin  oder  Sublimat,  doch 
gelingt  die  Methode  auch  bei  Härtung  in  MüLLER’scher 
Flüssigkeit. 

2)  Färben  6 — 12 — 24  Stunden  lang  in  einer  Lösung  von: 

Orcein  0,5 

Alkohol  absolut.  40,0 

Aqu.  destillata  20,0 

Acid.  hydrochlor.  gutt.  20. 

3)  Entfärben  in  einer  Lösung  von: 

Acid.  hydrochlor.  conc.  0,1 
95-proz.  Spiritus  20,0 

Aqu.  destillata  5,0. 

Elastische  Substanz  braunrot,  Hornsubstanz  braunrot,  alle  übrigen 
Teile  der  Haut  nur  schwach,  aber  deutlich  tingiert.  Man  kann  Vor- 
färbung mit  Boraxkarmin  vornehmen. 

Wenn  das  Celloidin  in  den  Orceinpräparaten  zu  dunkel  bleibt,  so 
überträgt  man  die  Schnitte  aus  dem  Salzsäurespiritus  in  ein  Schälchen 
mit  Wasser,  dem  mäßig  viel  Liquor  Ammonii  caustici  zugesetzt  ist; 
hier  werden  die  Schnitte  blau  und  geben  Farbstoff  ab;  dann  bringt 
man  sie  in  den  Salzsäurespiritus  zurück. 

Verbesserung  der  Orceinmethode  von  Unna-Taeezer  durch  Ukea: 

Färben  10 — 15  Minuten  lang  bei  30“  in 

Orcein  1,0 

Acid.  hydrochlor.  1,0 

Aqu.  destillata  100,0 

in  soviel  Farbflüssigkeit,  daß  die  Schnitte  gerade  bedeckt  sind.  Die 
Farbflüssigkeit  dampft  dann  soweit  ab,  daß  sie  die  Schnitte  als  dick- 
flüssige Masse  einhüllt.  Dann  Abspülen  in  verdünntem  Alkohol, 
Wasser,  Alkohol  absolutus,  Öl,  Balsam.  Will  man  aber  das  Elastin 
ganz  allein  auf  hellem  Untergrund  färben,  so  bringt  man  die  Schnitte 
aus  dem  verdünnten  Alkohol  einige  Sekunden  in  gewöhnlichen  Salz- 
säurespiritus, dann  in  Wasser. 

Schlecht  färbende  Orceinlösungen  kann  man  nach  E.  Wolfe 
wieder  farbkräftig  machen,  indem  man  sie  in  offener  Flasche  dem 
Lichte  aussetzt. 

Nach  Triepel  kann  man  auch  kleine,  nicht  mehr  als  2 mm  dicke 
Stücke  in  Orcein  durchfärben.  Man  löst  dann  0,5  Orcein  in  70  ccm 
70-proz.  Alkohol,  dem  20  Tropfen  Salzsäure  zugesetzt  sind. 


Färbung  der  elastischen  Fasern  nach  AVeigert. 

1)  Härtung,  am  besten  in  Alkohol  oder  Formel,  aber  auch  in 
MüLLER’scher  Flüssigkeit,  FLEiuMiNG’scher  Lösung,  Sublimat. 

2)  Celloidin-  oder  Paraffineinbettung. 


Haut. 
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3)  F<ärben  20  jMinuten  bis  1 Stunde  lang  in  einer  auf  folgende 
\\'eise  bereiteten  Farbe : 200  ccin  einer  wässerigen  Lösung  von 
1-proz.  Fuchsin  und  2-proz.  Resorcin  werden  in  einer  Porzellan- 
scliale  zum  deutlichen  Kochen  gebracht.  Dann  Zusatz  von 
25  ccm  Liquor  ferri  sesquichlorat.  und  unter  Umriihren_  noch 
3 — 5 ]\Iinuten  kochen  lassen,  wobei  sich  ein  schlammiger  Nieder- 
schlag bildet.  Abkühlen  lassen  und  Filtrieren.  Die  filtrierte 
Flüssigkeit  wird  Aveggegossen , der  auf  dem  Filter  zurück- 
bleibende Niederschlag  aber  mit  diesem  getrocknet  und  in  die 
zum  Kochen  benutzte  Porzellanschale  zurückverbracht,  in  der 
sich  geAVühnlich  ebenfalls  noch  Niederschlag  befindet.  Unter 
stetem  Umrühren  wird  der  Niederschlag  mit  200  ccm  94-proz. 
Spiritus  gekocht,  dann  läßt  man  erkalten  und  füllt  das  Filtrat 
mit  Alkohol  wieder  auf  200  ccm  auf.  Schließlich  werden  4 ccm 
HCl  zugesetzt.  (Fertig  zu  beziehen  von  Grübler. in  Leipzig.) 

4)  Abwaschen  in  Alkohol,  Aufhellen  in  Xylol  (nicht  Öl),  Kanada- 
balsam. 

5)  Eventuell  Vor-  oder  Nachfärben  mit  kernfärbenden  Karmin- 
lösungen (s.  p.  47). 

Die  Lösung  hält  sich  monatelang.  Ist  der  Untergrund  nicht  hell 
genug,  so  kann  man  eine  Differenzierung  in  Salzsäurealkohol  vornehmen. 

Bei  dieser  Methode  treten  die  feinsten  Fäserchen  so  zahlreich 
und  deutlich  hervor,  Avie  bei  keiner  anderen. 

Herxheimee  hat  zur  Darstellung  der  elastischen  Fasern  in  der 
Haut  folgendes  Verfahren-  angegeben: 

1)  Härtung  in  MüLEER’scher  Flüssigkeit. 

2)  Färbung  3 — 5 Minuten  lang  in: 


Kalt  gesättigte  Lithion  carbonicum-Lösung  1,0. 

3)  Extraktion  5 — 20  Sekunden  lang  in  offizineller  Lösung  von 
Eisenclilorid. 

4)  Abspülen. .in  Wasser. 

5)  Alkohol,  Öl,  Kanadabalsam. 

Die  elastischen  Fasern  werden  blauschwarz  bis  tiefschwarz;  das 
umgebende  Gewebe  hellblau  bis  bläulich.  Die  Kerne  des  Bindegewebes 
und  Eundzellen  erscheinen  ebenfalls  noch  gefärbt.  Nachfärbung  mit 
Bismarckbraun  ist  möglich. 

Die  Methode  gelingt  nur  bei  Färbung  einzelner  Schnitte,  nicht 
ganzei  Stückchen.  Härtung  in  absolutem  Alkohol , in  Pikrinsäure 
und  in  FLEMMixG’schem  Gemisch  ist  ebenfalls  zulässig,  MüLEEE’sche 
Flüssigkeit  ist  aber  vorzuziehen,  weil  sich  namentlich  die  Entfärbuno- 
leichter  vollzieht.  ° 

Ein  neueres  Verfahren  von  Herxheimee  besteht  in  der  Färbuno- 
der in  Alkohol  und  Äther  von  Celloidiii  befreiten  Schnitte  V2  Stunde 
lang  auf  dem  Objektträger  in  AnilinAvassermethylviolett;  dann  Ab- 
tiocknen  und  ^U—^jo  Stunde  lange  Entfärbung  mit  immer  AAueder  ab- 
getupitem  und  Irisch  zugesetztem  Meuthol-Vasogen  (von  Pierson  Ham- 
burg) bis  ein  hellblauer  Ton  zurückbleibt.  Diese  Methode  ist  auch 
zur  Darstellung  des  Keratohyalins  geeignet. 

Manchot  hat  zur  Darstellung  der  elastischen  Fasern  folgendes 
Verfahren  em])fohlen: 


Hämatoxylin 
Alkohol  abs. 
Wasser 


1,0 

20,0 

20,0 


142  Färbung  des  kollageuen  Gewebes.  Darstellung  des  Keratohyalins. 

1)  Härtung  in  MüLLEii’scher  Flüssigkeit  oder  Alkoliol. 

2)  Färben  der  Schnitte  ^/o  Minute  lang  in  konzentrierter  wässeriger 
Fnclisinlösnng. 

3)  Abspnlen  des  überschüssigen  Farbstoffes  in  AVasser. 

4)  Entfärben  1 — 12  Stunden  lang  in  wässeriger  Zuckerlösung  von 
der  Konsistenz  und  dem  Flüssigkeitsgrade  des  Glyzerins,  wel- 
cher auf  je  10  ccm  3 — 4 Tropfen  gewöhnlicher  Schwefelsäure 
zngesetzt  sind. 

5)  Einschluß  der  Schnitte  in  nicht  angesäuerter  Znckerlösung. 

Celloidin  muß  vor  der  Färbung  aus  den  Schnitten  entfernt  werden. 

Beneke  empfiehlt  seine  modifizierte  Fibrin färbungsmethode  (s. 

p.  135)  zur  Darstellung  der  elastischen  Fasern.  Dieselben  heben  sich 
durch  ihre  leuchtend  rote  Farbe  von  dem  violetten  Bindegewebe  ab. 

Zur  gleichzeitigeu  Fett-  und  Elastinfärbung  empfiehlt  B.  Fischer  (Virchow’s 
Archiv  Bd.  172)  folgendes  A’’erfahren  für  Gefrierschnitte: 

1)  1 Stunde  in  Fuchselinscharlach  (vor  dem  Gebrauch  filtrieren!)  Schale  zu- 
decken. 

74  ccm  Fuchselin  werden  mit  26  ccm  Aqua  dest.  gekocht  und  zu  der 
kochenden  Lösung  Scharlach  oder  Sudan  TU  im  Überschuß  zugegeben.  Erst 
nach  dem  Abknhlen  verwendbar. 

2)  15  Minuten  in  Scharlach  E.  (gelöst  in  kochendem  70-proz.  Alkohol);  nach 
dem  Abkühlen  filtrieren!  Schale  zudecken. 

3)  Abspülen  in  Wasser. 

4)  Glyzerin. 

Färbung  des  kollageiieii  Gewebes  nach  Unna. 

1)  Alkoliolhärtung.  Färbung  5 — 10  Minuten  lang  in  2-proz.  wässe- 
riger Säurefuchsinlösung. 

2)  Abspülen  in  Wasser. 

3)  Übertragen  für  1 — 2 Minuten  in  gesättigte  wässerige  Pikrin- 
säurelösung. Entwässern  in  pikrinsäurehaltigem  absolutem 
Alkohol,  Abspülen  in  absolutem  Alkohol,  Öl,  Kanadabalsam. 

Eine  zweite  Methode  von  Unna  ist  folgende: 

1)  Färben  20  Sekunden  lang  in  1-proz.  wässeriger  Lösung  von 
W asserblau. 

2)  Abspülen  in  AVasser. 

3)  Färben  5 Minuten  lang  in  neutraler  wässeriger  Saffraninlösung. 

4)  Abspülen  in  AVasser.  Alkohol  absolut.  Bergamottöl.  Kanada- 

Kollagene  Substanz  himmelblau,  Kerne  rot,  protoplasmatische 
Teile  violett,  Hornschicht  dunkelrot. 

Auch  die  von  Beneke  angegebene  Modifikation  der  Fibrinfärbungs- 
methode ist  nach  Unna  sehr  gut  geeignet. 

Darstellung  des  Keratobyalins  nach  Unna: 

Man  überfärbt  die  Schnitte  mit  Hämatoxylin  und  legt  sie  dann 
10  Sekunden  lang  in  eine  0,5-proz.  Lösung  von  Kaliumhypermanganat 
und  entfärbt  und  entwässert  in  Alkohol;  oder  man  bringt  die  in 
Hämatein  überfärbten  Schnitte  für  10  Minuten  in  33-proz.  Lösung  von 
Eisenvitriol  und  entfärbt  in  Alkohol;  oder  man  taucht  die  überlärbteu 
Schnitte  für  kurze  Zeit  in  10-proz.  Lösung  von  Eisenchlorid. 

Ernst  hat  neuerdings  wieder  auf  die  bekannte  Eigenschatt  der 
GRAM’schen  Färbung,  verhorntem  Gewebe  die  blaue  Färbung  zu  be- 
lassen (s.  p.  86),  aufmerksam  gemacht  und  betont,  daß  das  Keratin 
auch  einer  langen  Entfärbung  in  saurem  Alkohol  Stand  halt. 


Plasma-  mul  Mastzellen. 
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:irelirfach  ist  auch  zur  Darstellung  verhornter  Partien  mit  Vor- 
teil die  HEiDENiiAiN’sche  Hämatoxylin- Eisenlackmethode  (s.  p.  o9) 

mit  2 Stunden  langem  Färben  in  Hämatoxylin  angewandt  worden. 

Sehr  schöne  Färbung  der  verhornten  Partien  erhält  man  außer 
der  VAX  GiEsoN’scheii  Färbung  auch  durch  folgende  Methode  von 
EbbixOiHaus  : 

1)  Färben  gefrorener  oder  eingebetteter  Schnitte  in  konzentr. 
wässeriger  Goldorangelosung  15  Minuten  oder  länger. 

2)  Auswaschen  in  destilliertem  AVasser.  , , 

3)  Differenzieren  in  salzsaurem  (1  ®/o)  Alkohol  (70  %)  1 Minute. 

4)  AusAvaschen  in  destilliertem  AVasser. 

5)  Neutralisieren  in  Ammoniakwasser,  bis  gelbe  AVolken  abgehen. 

6)  Auswaschen  in  destilliertem  AA  asser,  bis  der  Schnitt  seine 

diffuse  Gelbfärbung  eben  verloren  hat.  _ 

7)  Gegenfärbung  in  Hämatoxylin  (ev.  nochmals  differenzieren). 

8)  Auswaschen  in  destilliertem  AVasser. 

9)  Alkohol,  96-proz.,  nicht  zu  lange. 

10)  Origanumöl  — Balsam. 

Die  El  ei  di  11  körn  er  sind  durch  Hämatoxylin  nicht  färbbar. 
Sie  lassen  sich  nach  Buzzi  darstellen  durch  Färben  einige  Minuten 
in  dünner  Kongorotlösung  (2 — 3 Tropfen  einer  1-proz.  Lösung  auf  ein 
Uhrschälchen  mit  AA' asser)  und  Abspülen  mit  AVasser.  Gegenfärbung 
mit  Hämatoxylin.  Eleidin  rot.  Keratoliyalin  dunkelblau. 

I.  Darstellung  der  Plasma-  und  Mastzellen  nach  Uxxa. 

1)  Alkobolhärtung.  Färben  in  eventuell  erwärmter  Lösung  von : 

Methylenblau  1,0 
Kali  caiist.  0,05 

Aqu.  100,0. 

2)  Entfärben  in  Cresol. 

3)  Trocknen  zwischen  Fließpapier  oder  rasche  Entwässerung 
in  absolutem  Alkohol. 

AA’enn  man  in  absolutem  Alkohol  entwässern  will,  so  muß  man 
die  Schnitte  etwas  stärker  färben  und  sie  aus  dem  Alkohol  entfernen, 
wenn  die  Oberhaut  sich  als  dunkler  Streifen  von  der  Cutis  abhebt. 

II.  Eine  weitere,  sehr  gute  Methode  von  Uxxa  ist  folgende: 

Die  Schnitte  der  in  Alkohol  gehärteten  Präparate  werden  in  altem 

basischem  Methylenblau,  welches  methylenviolett-  und  methylenrot- 
haltig ist  und  daher  auch  als  polychromes  Methylenblau  be- 
zeichnet wird,  überfärbt,  ^U—12  Stunden  lang.  Dann  Abspülen  in 
AVasser  und  Differenzieren  in  UxxA’scher  Glyzerin-Ätheiiösung  (von 
Dr.  Grübler,  Leipzig,  zu  beziehen),  gewöhnlich  Minute  lang,  sehr 
sorgfältiges  Abspülen  in  AVasser,  Alkohol,  Bergamottöl,  Kanadabalsam. 

Nach  Keompechek  kann  man  auch  durch  Auswaschen  in  Alkohol 
differenzieren.  Manchmal  empfiehlt  sich  Härtung  in  Alkohol  von 
steigender  Konzentration.  Auch  Formalin  und  Sublimat  können  zur 
Härtung  verAvandt  werden. 

III.  Eine  andere  gute  Methode  mit  polychromem  Methylenblau  ist 
folgende:  starke  Überfärbung  in  polychromem  Methylenblau  meist 
V2  Stunde  lang,  dann  Abspülen  in  AAAsser,  Trocknen  zwischen  Fließ- 
papier, dann  gleichzeitige  Entwässerung  und  Differenzierung,  3 — 5 
Minuten  lang  in  einer  Mischung  von: 
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Darstellung  der  epiidiytisclien  Bakterien. 


zur  Darstellung  der  Plasmazellen 
oder  in  Thioninlösung  färben  und 
in  70-proz.  Alkohol  differenzieren. 


Alkohol  10,0 

Xylol  15,0 

Anilinöl  25,0. 

Dann  reines  Xylol,  Balsam. 

Nach  Marschalko  kann  man 
auch  in  Borax-Methylenblanlösiing 
mit  schwach  saurem  Wasser  oder  ^ 

Dann  Entwässerung  in  absolutem  Alkohol  iisw." 

Die  basophilen  Granulationen  der  Mastzellen  kann  man  nach 
Iarompecher  in  folgender  A^"eise  darstellen:  Färben  24  Stunden  lang 
in  h uchsinanilinwasserlüsung,  Entfärben,  bis  die  Schnitte  hellrot  ge- 
worden sind,  in  50-proz.  alkoholischer  Fluoresceinlösung,  Nachfärben 
111  alkoholischer  Methylenblaulösnng. 

IX.  Bei  dei  Methode  lA  sind  Entwässerung  und  Differenzierung 
getrennt.  Die  stark,  12  Stunden  lang,  in  polychromem  Methylenblau 
überfärbten  Schnitte  werden  kurz  in  Wasser  abgespült,  auf  dem  Spatel 
von  dem  überflüssigen  AA'asser  befreit,  zur  Entwässeriing  für  1 Minute 
in  eine  Mischung  yoii  20  Teilen  absolutem  Alkohol  und  30  Teilen 
Xylol,  dann  in  reines  Xylol  gebracht.  Dann  werden  die  Schnitte 
differenziert,  5—10  Minuten  lang,  in  Anilinöl,  welches  Alaun  in  Über- 
schuß als  Bodensatz  enthält,  und  vor  dem  Gebrauch  erst  zu  schütteln 
und  dann  zu  filtrieren  ist.  Schließlich  Abspülen  in  Xylol,  Balsam. 

Die  Färbungsmethoden  mit  polychromem  Methylenblau  sind  über- 
haupt zur  Darstellung  von  Protoplasmastruktiiren  geeignet. 

Die  Darstellung  der  epiphytisclieii  Bakterien,  die  sich  auf  der 
Haut  befinden,  erfordert  eine  besondere  Technik,  weil  die  Hornsub- 
stauzen eine  ähnliche  Affinität  zu  den  basischen  Anilinfarben  besitzen, 
vfie  die  Bakterien,  und  daher  leicht  zu  stark  mitgefärbt,  resp.  zu 
wenig  entfärbt  werden,  oder  gleichzeitig  eine  zu  starke  Entfärbung 
der  Bakterien  eintritt. 

Vor  der  Färbung  müssen  die  Hautschuppen  entfettet  werden. 
Man  kann  dabei  in  verschiedener  AA^eise.  verfahren. 

1)  Man  wäscht  die  Hautschuppen  in  Äther  und  Alkohol  aus,  färbt 
sie  dann  in  alkoholischer  Eosinlösung  und  untersucht  sie  (eventuell 
auch  ohne  vorherige  Färbung)  in  33-proz.  Kalilauge. 

2)  Man  entfettet  die  Schüppchen  oder  die  Haut  in  Alkohol  und 
Äther,  färbt  sie  in  Anilinfuchsin,  wäscht  sie  in  salzsaurem  Alkohol 
aus,  entwässert  in  Alkohol  und  untersucht  in  Kanadabalsam.  Man 
kann  auch  eine  Doppelfärbung  mit  Gentianaviolett  anfügen. 

3)  Man  tupft  nach  Bizzozero  Deckgläser  auf  die  zu  untersuchende 
Stelle  der  Oberhaut,  zieht  dann  die  Deckgläser  dreimal  durch  die 
Flamme  und  entfettet  nun  in  Alkohol  und  Äther. 

Alsdann  wird  mit  einer  Anilinfarbe  gefärbt. 

3 a)  Man  bringt  die  entfetteten  Deckgläschen  aus  dem  Alkohol  in 
einen  Tropfen  50-proz.  Essigsäure  oder  10-proz.  Kalilauge;  nachdem 
die  Schüppchen  aufgequollen  sind,  untersucht  man;  noch  empfehlens- 
werter ist  es  oft,  die  Schüppchen  auf  dem  Deckglas  in  Essigsäure 
aufquellen  zu  lassen,  die  Essigsäure  zu  verdampfen  und  nun  das 
Präparat  wie  ein  Deckglastrockenpräparat  zu  behandeln  und  mit 
LöEFLER’schem  Methylenblau  zu  färben. 

4)  Man  kann  die  Schüppchen  auch  in  Glyzerin  untersuchen, 
welches  durch  Methylenblau  gefärbt  ist.  Die  Bakterien  nehmen  eine 
blaue  Farbe  au. 


Schleimhäute.  Dann. 
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Boeck  hat  zum  Nachweis  von  Schimmelpilzen  in  Epidermis- 
schüppchen  folgendes  Verfahren  angegeben: 

1)  Entfettung  der  Schüppchen  in  Alkohol  und  Äthei. 

2)  Färbung  bis  einige  Minuten  lang  in 

Sahli’s  Methylenblanlüsnng  — -i 

5-proz.  wässerige  Boraxlösung  16  teile 

konzentrierte  wässerige  Methylenblaulösung  20  „ 

V'asser 

3)  Übertragen  für  V.,— 1 Minute  in  schwache  wässerige  lie- 
sorcinlüsnng  (einige  Körnchen  Resorcin  in  einer  Uhrschale  mit 

M'asser).  , • h oi.  t 

4)  Übertragen  in  Alkohol  einige  Minuten  bis  1 Stunde. 

5)  Entfärbung  in  schwacher  Lösung  von  Wasserstoffsuperoxyd. 
(Diese  Entfärbung  ist  nicht  immer,  aber  oft  nötig.) 

6)  Alkohol.  Xylol.  Kanadabalsam. 

Unna  (Monatsschr.  f.  praktische  Dermatol.  XIII,  No.  6 u.  7)  emp- 
fiehlt folo-endes  Verfahren  znm  Nachweis  von  Bakterien : Man  zerreibt 
die  mit  einem  Tropfen  Eisessig  an  gefeuchteten  Hptschupen  zwischen 
zwei  Objektträgern  zu  einem  Brei,  trocknet  die  voneinander  abge- 
hobenen Objektträger  rasch  über  der  Flamme  und  gießt  dann  auf  die 
schräg  gehaltenen  Objektträger  Alkohol-Äther  zur  Entfernung  des 
Fettes.  Färben  mit  Borax-Methylenblau,  Abspülen  mit  Wasser.  Will 
man  stärker  entfärben,  so  wendet  man  eines  der  von  Unna  a.  a.  0. 
empfohlenen  Reagentien  an. 

Sckleimliäiite. 

Härtung  in  Sublimat,  Formalin  oder  in  MüLLEE’scher  Flüssigkeit; 
wenn  es  auf  die  Untersuchung  des  Epithels  aukommt,  so  muß  man 
das  Material  möglichst  frisch  in  die  Härtungsflüssigkeit  bringen  und 
vor  dem  Schneiden  in  Celloidiu  einbetten.  Cellpidineinbettung  ist  auch 
nötig,  wenn  man  Auflagerungen,  mit  denen  die  Schleimhaut  bedeckt 
ist,  untersuchen  will. 

Färbung  mit  den  gewöhnlichen  Kernfärbungsmitteln,  Doppelfärbung 
mit  Hämatoxylin  und  Eosin. 


Darm. 

Zur  Härtung  dient  hauptsächlich  MüLLEn’sche  Flüssigkeit,  dann 
auch  Sublimat  (ZENKEn’sche  Flüssigkeit)  und  nach  der  Empfehlung 
von  Heidenhain  Pikrinsäure.  Formalin  gibt  ebenfalls  gute  Resultate. 
Auch  bei  der  Magen-  und  Darmschleimhaut  kommt  es  für  feine  Unter- 
suchungen darauf  au,  daß  man  die  zu  untersuchenden  Stücke  mög- 
lichst bald  in  die  Konservierungsflüssigkeit  bringt.  Beim  Magen  kann 
man  dieser  Forderung  dadurch  gerecht  werden,  daß  man  denselben 
bald  nach  dem  Tode  in  der  Leiche  durch  ein  Gummirohr  mit  Müller- 
scher  Flüssigkeit  oder  mit  Formalin  oder  mit  der  von  Orth  empfoh- 
lenen Mischung  von  Formalin  und  MüLLER’scher  Flüssigkeit  (p.  12) 
oder  mit  alkalischer  Sublimatlösung  2,5  auf  100  Alkohol  (50-proz.)  füllt. 

Zur  Anfertigung  von  Schnittpräparaten  ist  immer  Celloidin- 
einbettnng  zu  empfehlen. 

Als  Färbemittel  dienen  die  gewöhnlichen  Kernfärbnngen , auch 
Doppelfärbung  mit  Hämatoxylin  und  Eosin.  Für  manche  Verhältnisse 

V.  Ka  bl  den,  Technik  der  liistologisclien  Uiitersuolmng.  7.  Aufl.  10 
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Darm. 


eignet  sich  sehr  gut  die  von  Heidenhain  empfohlene  Färbung  mit 
der  BioNDi-HEiDENHAiN’schen  Flüssigkeit  (s.  p.  50). 

Auch  die  VAN  GiEsoN’sche  Färbung  gibt  meist  gute  Bilder. 

Zur  Differenzierung  der  Haupt-  und  der  Deckzellen 
Hl  den  Magendiusen  empliehlt  Kolster  folgendes  Verfahren:  Härtung 
in  beliebigen  Härtungsflüssigkeiten,  ausgenommen  Osmiumsäure.  Über- 
fäiben  mit  Hämadoxyliu,  Entfärben  in  1-proz.  Salzsäurespiritus  bis 
zu  schwach  Rosafärbung,  Neutralisation  in  1-proz.  Ammoniakalkohol 
bis  die  Schnitte  eine  zarte  Blaufärbung  zeigen,  Auswaschen  in  destil- 
lieitem  AVassei,  Färbung  1 5 ]\rinuten  lang  in  schwacher,  wässeriger 
Säurefnchsinlösung,  Answaschen  in  destilliertem  AVasser.  Alkohol  Öl 
Kanadabalsani.  Hauptzellen  hellblau  mit  dunkelblauem ' Kern  Deck- 
zellen reine  Fuchsinfärbung  mit  dunklem  Kern. 

Zur  frischen  Untersuchung  des  Magen-  und  Darm inhalts  ist 
es_  meist  geboten,  denselben  in  hinreichender  A^erdünnung  unter  das 
Mikroskop  zu  bringen.  Alan  verfährt  so,  daß  man  mit  einer  feinen 
Platinöse  eine  minimale  Alenge  von  Darminhalt  in  einem  Tropfen 
AATasser  oder  Kochsalzlösung  auf  dem  Objektträger  verteilt.  Zur 
Trennung  der  verschiedenen  Bestandteile  der  Fäces  bedient  man  sich 
passend  der  Centrifuge. 

Zur  makroskopischen  Prüfung  und  Auswahl  der  weiter  zu  unter- 
suchenden Bestandteile  verdünnt  man  den  Darminhalt  mit  AA^asser, 
breitet  ihn  in  einer  großen  flachen  Glasschale  aus  und  läßt  ihn  durch 
leichte  Neigung  langsam  auf  dunklem  Hintergrund  abfließen. 

AVenn  der  Alagen-  oder  Darminhalt  Blut  beigemengt  enthält,  so 
sind  oft  in  der  schwarzen  Alasse  wenigstens  noch  einzelne  rote  Blut- 
körperchen zu  erkennen,  welche  die  Diagnose  sichern.  Andernfalls 
muß  man  die  Häminprobe  anstellen  (s.  Kap.  XV).  Nach  H.  U.  Kobert 
verfährt  man  am  besten  so,  daß  man  den  trocknen  oder  nötigenfalls 
getrockneten  Kot  mit  schwefelsaurem  Alkohol  auszieht,  den  Auszug 
stark  mit  AA^asser  verdünnt,  wobei  das  Hämatin  ausfällt,  dann  ent- 
fettet man  den  Niederschlag  mit  Äther  und  erhitzt  mit  Eisessig. 

Zum  Nachweis  sonstiger  zelliger  Bestandteile,  Speisereste  usw. 
bedarf  es  keiner  besonderen  Kunstgriffe.  Amylnmkörner  werden  durch 
die  Jodreaktion  nachgewiesen  (s.  p.  67).  Zur  Untersuchung  auf  Bak- 
terien stellt  man  Deckglastrockenpräparate  her.  Als  Färbemittel  eignen 
sich  für  den  Mageninhalt  Bismarckbraun,  welches  die  Sarcine  und  die 
verschiedenen  Hefearten  am  deutlichsten  färbt,  für  den  Darminhalt 
die  gebräuchlichen  Lösungen  von  Anilinfarben.  Auch  bei  der  Unter- 
suchung auf  Bakterien  muß  der  Darminhalt  stark  mit  sterilisiertem 
AA^asser  verdünnt  werden. 

Zu  bemerken  ist,  daß  im  Darminhalt  eine  Reihe  von  Bakterien 
Vorkommen,  die  sich  mit  Jodjodkaliumlösnng  blau  färben. 

AA^ill  man  den  Darminhalt  auf  Cholerabakterien  untersuchen,  so 
kann  man  direkt  Deckglastrockenpräparate  färben.  Besser  aber  ist 
das  von  Schottelius  empfohlene  Verfahren,  den  Darminhalt  mit  der 
gleichen  Alenge  alkalischer  Bouillon  zu  verdünnen  und  offen  stehen 
zu  lassen.  Die  Cholerabazillen  entwickeln  sich  hauptsächlich  an  der 
Oberfläche,  so  daß  Präparate,  die  von  da  entnommen  sind,  immer 
reichlich  Kommabazillen  enthalten. 

Konkremente  müssen  sorgfältig  eingebettet  werden;  meist  bedarf 
es  zur  Anfertigung  von  nicht  gar  zu  dünnen  Schnittpräparaten  keiner 
vorherigen  Entkalkung. 


Leber  und  Pankreas.  Gallenkapillaren. 
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Leber  und  Pankreas. 

Leber  und  Pankreas  Averden  am  besten  in  MüLLER’sclier  Flüssig- 
keit, ZENKEii’sclier  Flüssigkeit,  Alkohol  oder  in  Forinalin  gehärtet. 
Znni  Nachweis  degenerativer  Veränderungen  nntersncht  man  die  Leber- 
zellen frisch  in  Abstrichpräparaten  und  setzt  Essigsäure  oder  Osmiiim- 
säiire  zu. 

Zur  Härtung  wählt  man,  wenn  es  auf  die  Untersuchung  degene- 
rativer Veränderungen  ankommt,  FLEMMixG’sche  Lösung  (s.  p.  55  und 
62)  oder  die  MARcm’sche  Mischung  (s.  p.  153). 

In  MüLLER’scher  Flüssigkeit  gehärtete  Präparate  werden  mit 
Alaunkarmin  oder  Hämatoxylin  gefärbt;  meist  empfehlen  sich  Doppel- 
färbungen mit  Hämatoxylin  und  Eosin. 

Zur  Konservierung  des  Gallenfarbstoffes  bewährt  sich  besonders 
gut  Sublimathärtuug.  Auch  Formalin  kann  angewandt  werden. 

Melnikow-Raswedenkow  empfiehlt  zur  Konservierung  des  GaUen- 
farbstoffes  10-proz.  Formalinlösung,  welcher  1-proz.  Hydrochinon  zu- 
gesetzt ist. 

Zum  Glykogennachweis  AUcoholhärtimg  und  Färbung  nach  den 
p.  69  angegebenen  Methoden. 

Tumoren  bettet  man  am  besten  in  Celloidin  ein,  da  ihr  Gewebe 
oft  sehr  leicht  im  Schnittpräparat  ausfällt. 

Darstellung  der  Gallenkapillaren  nach  Böhm. 

1)  Härtung  höchstens  1 ccm  großer  Leberstückchen,  72  Stunden 
lang,  in  einer  Mischung  von 

3-proz.  Kali  bichromicum-Lösung  4 Volum. 

1-proz.  Überosmiurasäure  1 „ 

2)  Übertragen  für  24 — 48  Stunden  in  0,75-proz.  Argentum  nitri- 
cum-Lösung. 

3)  Auswaschen  in  destilliertem  Wasser. 

4)  Nachhärten.  Schneiden. 

Die  Gallenkapillaren  erscheinen  schwärzlich  auf  gelblichem  Grunde 
gefärbt. 

Auch  mit  der  Modifikation  der  WEiGERx’schen  Fibrinfärbung  von 
Bexeke  (p.  135)  lassen  sich  die  Gallenkapillareu  gut  darstellen. 

Jagic  (Ziegler’s  Beiträge  33,  1903,  p.  302)  empfiehlt  Färbung 
nach  der  WEiGERi’schen  Neurogliamethode  (s.  p.  172),  die  auch  für 
Gefrierschnitte  verwendbar  ist,  wenn  man  sie  1 Stunde  in  % 7o  Chrom- 
säurelösung beizt,  und  die  Neurogliabeize  dann  5 — 6 Stunden  ein- 
wirken läßt. 

Nach  Eppinger  (Ziegler’s  Beiträge  31  und  33)  erhält  man  die 
besten  Bilder  von  den  Gallenkapillaren  durch  eine  Kombination  der 
WEiGERT’schen  Neuroglia-  und  Markscheidenmethode.  Kleine  Leber- 
stückchen werden 

1)  5—10  Tage  in  10-proz.  Formol  gehärtet. 

2)  Direkt  in  WEiGERx’sche  Neurogliabeize  (s.  p.  172)  10  Tage 
(im  Brutschrank  5 Tage).  Man  kann  auch  von  vornherein  ein 
Gemisch  von  11  Teilen  Beize  und  1 Teil  reinem  Formol  anwenden 

3)  Abspülen  in  Wasser.  Einbetten  in  Celloidin. 

4)  Schnitte  in  1-proz.  wässeriges  Hämatoxylin  V4— 24  Stunden. 

5)  Kalt  gesättigte,  wässerige  Kupferacetatlösung  5 Minuten. 

6)  Destilliertes  Wasser  1—2  Tage. 
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Faserwerk  der  Leber.  Harnapparat. 


^ Losung,  Ferricyankali  2,5,  Borax 

oN  o’^’  ^'erhältnls  1 : 9 l)is  1 : 5 verdünnt. 

8)  feorgtaltiges  Abspülen  in  destilliertem  Wasser. 

9)  Auf  einige  Minuten  in  konzentrierte  wässerige  Lithionkarbonat- 
losung  bis  zur  Entfärbung  des  Celloidins. 

10)  IVasser,  Entwässern,  Alkohol— CH— Balsam. 

XT  i.  physiologischen  Injektion  von  indigschwefelsaurem 

Aatron  (p.  23)  kann  man  die  Gallenkapillaren  zur  Anschauung  bringen. 


Darstellung  des  Faserwerks  der  Leber  nach  Bömr. 

1)  Härtung  1 ccm  großer  Leberstückchen  in  Va-proz.  Chrom- 
säurelösung 48  Stunden  lang. 

2)  übertragen  in  0,75-proz.  Argentum  nitricum-Lösung,  72  Stunden 
lang. 

3)  Einige  Stunden  lang  in  destilliertes  Wasser. 

4)  Nachhärtung  in  Alkohol.  Schneiden. 

Die  Fasern  erscheinen  schwarz. 

Dieses  Faserwerk  läßt  sich  auch  noch  an  in  Alkohol  gehärteten 
Präparaten  darstellen  nach  der 


Methode  von  Oppel. 

1)  Übertragen  der  Stückchen  aus  dem  Alkohol  in  eine  wässerige 
10-proz.  Lösung  von  Kalium  chromicum  flavum,  24  Stunden 
lang. 

2)  Übertragen  in  eine  0,75-proz.  Argentum  nitricum-Lösung.  An 
Volumen  muß  die  Flüssigkeit  das  20— 30-fache  des  zu  behan- 
delnden Stückes  betragen. 

3)  Wechseln  der  Argentum  nitricum-Lösung  nach  1 Stunde  zum 
ersten,  und  nach  2 — 3 Stunden  zum  zweiten  Male. 

4)  Nach  24  Stunden  Abspülen  in  destilliertem  Wasser. 

5)  Übertragen  in  Alkohol.  Schneiden. 

Paraffineinbettung  ist  nicht  zu  empfehlen,  da  sie  die  so  behan- 
delten Stücke  brüchig  macht. 

Die  Darstellung  der  Kupeer’ scheu  Stern  zellen  ergibt  nicht 
ganz  konstante  Resultate:  frische  Doppelmesser-  oder  Gefrierschnitte 
w^erden  für  10  Minuten  in  ganz  dünner  Chromsäure  (V^oon — Vioooo) 
bracht  und  dann  in  Goldchlorid  0,01%  mit  Zusatz  von  Formol  0,01% 
(oder  offizineUe  Salzsäure)  im  Dunkeln  36  Stunden  lang.  Nach  Reduzierung 
in  0,1-  bis  0,2-proz.  Ameisensäure,  Behandlung  mit  Alkohol— Öl — Balsam. 

Über  Pankreasfettnekrose  s.  p.  65. 


Harnapparat. 

Härtung  wie  bei  Leber  und  Pankreas;  auch  Sublimat  gibt  manch- 
mal gute  Härtung.  Wenn  man  eiweißhaltige  Flüssigkeit  innerhalb 
der  Glomeruluskapseln  und  Harnkanälchen  fixieren  will,  so  kann  man 
die  Kochmethode  anwenden,  indem  man  nicht  zu  große  Stückchen 
für  1 — 2 Minuten  in  kochendes  Wasser  wirft  und  in  starkem  Spiritus 
nachhärtet.  Denselben  Zweck  erreicht  man  noch  besser  durch  Här- 
tung in  absolutem  Alkohol  und  Celloidineinbettung.  Zur  Untersuchung 
auf  degenerative  Vei-änderungen  kommen  dieselben  Methoden  in  An- 
wendung, wie  bei  Leber  und  Pankreas  (FnEMMiNG’sche  Lösung  und 
Methode  von  Marchi);  für  die  feineren  Untersuchungen  ist  Einbettung 
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in  Celloidin  unerläßlich,  weil  son.st  immer  ein  Teil  des  funktionierenden 
Parenchyms,  namentlich  in  pathologisch  veränderten  Nieren,  auställt. 
Doch  gelben  auch  Gefriersclmitte  mit  Sudan  oder  Scharlach  sehr  gute 
Bilder  bei  degenerativen  Zuständen  und  bei  Fettembolie.  Färbung 
mit  den  kernfärbenden  Mitteln.  Für  hyaline  und  amyloide  Degene- 
ration leistet  die  van  GiEsoN’sche  Methode  Ausgezeichnetes. 

Feinere  Strukturen  weist  man  mit  der  Eisenhämatoxylinmethode, 
der  physiologischen  Injektion,  und  den  Granulafärbungen  nach. 

Kalkinfarkte  werden  mit  den  Kalknachweisraethoden,  Harnsäure- 
infarkte im  frischen  Präparat  oder  mit  Vermeidung  wässeriger  Fixations- 
mittel, Bilirubin-  und  Pigmentinfarkte  am  frischen  oder  fixierten  Ob- 
jekt dargestellt. 

Die  mikroskopische  Untersuchung  des  Harus  nimmt 
man  in  der  Weise  vor,  daß  man  denselben  sedimentiereii  läßt  oder 
zentrifugiert  und  das  Sediment,  welches  mit  der  Pipette  entnommen 
wird,  frisch  auf  dem  Objektträger  oder  als  Deckglastrockenpräparat 
untersucht.  Letzteres  namentlich  dann,  wenn  die  Untersuchung  auf 
die  Gegenwart  von  Bakterien  gerichtet  ist. 

Tuberkelbazillen  sind  bei  Tuberkulose  des  Harnapparates 
meist  nur  spärlich  im  Harn  vorhanden.  Man  läßt  deshalb  am  besten 
möglichst  vollständig,  24  Stunden  lang,  sedimentieren  und  färbt  gleich 
von  vornherein  eine  größere  Anzahl  von  Deckglastrockenpräparaten, 
etwa  6 — 10  und  mehr,  nach  den  bekannten  Methoden.  Ebenso  kann 
auch  das  Zentrifugierungsverfahren  (s.  p.  8)  mit  Nutzen  in  Anwendung 
gezogen  werden.  Die  Methode  von  Gabbet  ist  unzulänglich.  Vor 
allem  ist  eine  Verwechslung  mit  Smegmabazillen  zu  vermeiden. 
Das  ist  nur  teilweise  durch  Entnahme  des  Harns  mittels  des  Katheters 
möglich ; es  müssen  die  für  die  Differentialdiagnose  gegenüber  Smegma- 
bazillen angegebenen  Färbungsmethoden  (p.  109)  angewandt  werden. 
Eventuell  Impfung  oder  Kulturverfahren. 

Zur  Untersuchung  des  Harns  auf  zellige  Bestandteile  ist 
es  oft  ratsam,  das  Sediment  mit  Wasser  oder  Kochsalzlösung  zu  ver- 
dünnen; Essigsäurezusatz  läßt  die  Zellen  schärfer  liervortreten ; ebenso 
kann  man  sich  dieselben  deutlicher  zur  Anschauung  bringen,  wenn 
man  vom  Eande  des  Deckglases  einige  Tropfen  LÖEEEEa’scher  Me- 
thylenblaulösung zufließen  läßt. 

Will  man  Präparate  konservieren,  so  stellt  man  sie  als  Deckglas- 
trockenpräparate her  und  färbt  ebenfalls  mit  LöEELEa’schem  Methylen- 
blau oder  mit  Bismarckbraun. 

Die  Untersuchung  auf  Harnzylinder  wird  sehr  erleichtert, 
wenn  man  das  Sediment  in  ganz  dünner  Jodjodkaliumlösung,  die  eine 
weingelbe  Farbe  hat,  suspendiert. 

Blut  im  Harn  läßt  sich  meist  mikroskopisch  direkt  nach  weisen, 
weil  einzelne  Blutkörperchen  wenigstens  so  weit  erhalten  sind,  daß 
sie  eine  Diagnose  gestatten;  außerdem  kann  man  in  zweifelhaften 
Fällen  noch  die  Häminprobe  (s.  Kap.  XV)  anstellen. 

Auf  Fettgehalt  des  Sediments  untersucht  man,  indem  man 
dasselbe  mit  gleichen  Volumina  96-proz.  Spiritus  und  konzentrierter, 
scharlachroter  Lösimg  von  Sudan  III  (p.  64)  in  96-proz.  Spiritus  zu- 
setzt. Außerdem  ist  noch  direkter  Zusatz  von  Osmiumsäure  (p.  9) 
anwendbar. 

kristallinische  Beimengungen  untersucht  mau  das  Sediment 
im  frischen  Präparat. 
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Bilirubin  kommt  amorph  oder  in  gelblichen  rhombischen  Tafel- 

eil  ©11  VOl*» 

Im  sauren  Urin  kommen  vor: 

Das  saure  harnsaure  Natron,  welches  in  größerer  Menge 
das  sog._  Ziegelsediment  bildet,  ist  amorph.  ^ 

ndo,  ^ ® ^ ® Harns  ä ii  r e erscheint  hauptsächlich  in  Wetzsteinform 
odei  in  rhombischen  Tafeln  oder  in  langen  spitzen  Formen. 
Oxalsaiirer  Kalk  bildet  brief kuvertförmige  Kristalle 

XT  sechseckige  Tafeln,  Tyrosin  bildet 

IN  adeln  in  Buscheiform,  Leucin  kommt  in  Form  von  Kugeln  vor. 

Im  alkalischen  Harn  finden  sich: 

Harnsaures  Ammoniak  kommt  bei  Zersetzung  des  Harns 
vor  und  bildet  stechapfelförmige  Kristalle. 

Phosphorsaiire  Ammoniakmagnesia  = Tripelphosphat 
erscheint  in  Sargdeckelform. 

Kohlensaurer  Kalk  bildet  Kugel-  und  Bisquitformen. 
PhosphorsaiirerKalk,  amorph  oder  in  keilförmigen  Kristallen, 
oft  zu  Eosetten  angeordnet. 


Nebennieren. 

Untersuchung  an  frischen  Präparaten.  Fixierung  in  Formalin, 
ZENKER’scher  oder  MüLLEn’scher  Flüssigkeit.  Die  chromhaltigen 
Flüssigkeiten  sind  besonders  zum  Studium  des  Markes  geeignet.  Ge- 
frierschnitte und  Sudanbehandlung  färben  die  Fettkörnchen  der  Finde 
intensiv.  _ Für  die  chromaffinen  Zellen  empfiehlt  Wiesel  Fixierung 
in  10  Teilen  5-proz.  Kaliiimbichromats,  20  Teilen  10-proz.  Formalins, 
20  Teilen  destillierten  Wassers  1 — 4 Tage,  dann  auf  1—2  Tage  in 
5-proz.  Kaliumbichromatlösung;  Wässern,  Alkohol  von  steigender  Kon- 
zentration. Einbettung.  Färbung  der  Schnitte  in  10-proz.  wässeriger 
Toluidinblaulösung  20  Minuten,  Leitungswasser  5 Minuten,  1-proz. 
wässerige  Saffraninlösung  20  Minuten,  Alkohol,  96-proz.  und  absolutus 
bis  die  blaue  Farbe  wiedererscheint,  Xylol,  Balsam.  Chromaffine 
Zellen  grün,  die  übrigen  Zellen  hellblau,  Kerne  rot. 

Für  hypernephroide  Tumoren  kommt  Alkoholhärtung  und  Gly- 
kogenfärbung in  Betracht. 

Untersuchung  des  Respirationsapparates  und  des  Sputums. 

Härtung  in  MüLLEB’scher  Flüssigkeit  oder  in  Formalin  ist  vorzu- 
ziehen ; Alkoholhärtung  dann,  wenn  man  auf  Fibrin  oder  auf  Bakterien 
untersuchen  will;  jedoch  kann  man  auch  in  diesen  Fällen  Formalin- 
präparate verwenden.  Zur  Fixierung  von  entzündlicher  Ödemflüssig- 
keit  eignet  sich  Kochen  (p.  15)  und  nachfolgende  Härtung  in  starkem 
Spiritus.  In  allen  Fällen,  in  denen  es  sich  um  einen  abnormen  Inhalt 
in  den  Lungenalveolen  handelt,  ist  die  Celloidineinbettung  angezeigt. 
Wenn  man  ganze  Lungen  oder  größere  Lungenstücke  in  toto  härten 
will,  so  empfiehlt  es  sich  sehr,  die  Bronchien  mit  der  Härtungs- 
flüssigkeit und  später  auch  mit  dünner  Celloidinlösung  vorsichtig  zu 
injizieren. 

i\Ieist  erhält  man  auch  durch  Formalinhärtung  und  Gefrierschnitte 
hinlängliche  Präparate,  die  zum  Studium  der  Verfettung  bei  Pneu- 
monie oder  der  Fettembolie  mit  Osmium  oder  Sudan  III  behandelt 
werden  können. 
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Färbung'  mit  den  gewöhnlichen  kernfärbenden  Mittelir,  außerdem 
kommen  die  spezifischen  Bakterienfärbnngen  und  die  KiGEKx’sche 
Fibrinfärbnng  (s.  p.  133)  in  Betracht. 

Sehr  instruktiv  ist  die  Färbung  auf  elastische  Fasern  (s.  p.  14U), 
indem  dadurch  oft  die  verdeckten  früheren  Alveolargrenzeii  sichtbar 
werden. 

Das  Sputum  kann  man  unverdünnt  oder  mit  Kochsalzlösung  ver- 
dünnt frisch  untersuchen;  meist  ist  jedoch  eine  Verdünnung  nicht  not- 
wendig. Bei  der  Untersuchung  des  Sputums  muß  man  vor  allen 
Dingen  berücksichtigen,  daß  dasselbe  zellige  Beimengungen  aus  der 
Mund-  und  Eachenhöhle  enthält,  und  daß  ihm  namentlich  auch  Speise- 
reste beigemischt  sein  können. 

Man  kann  das  Sputum  aber  auch  in  Alkohol,  FnEMMiNG’scher 
Lösung  oder  Sublimat  härten  und  im  Schnitt  untersuchen.  Bei  dieser 
Methode  werden  die  Zellen  besser  erhalten. 

Außer  Speichelkörperchen,  Plattenepithelien  der 
Mundhöhle,  Eundzellen  und  Schleimzellen  finden  sich  im 
Sputum  oft  auch  große  Zellen,  die  Epithelien  ähnlich  sind,  aber 
eine  mehr  runde  Form  besitzen  als  diese.  Sie  haben  einen  großen 
bläschenförmigen  Kern  und  sind  wohl  nicht  in  allen  Fällen  als  des- 
quamierte  Alveolarepithelien  aufzufassen.  Sie  enthalten  oft  Pigment. 
Sie  kommen  auch  bei  einfacher  Bronchitis  vor. 

Pigment  resp.  Pigmentkörnchenzellen  im  Sputum  können 
von  Hämorrhagien  herrühren,  namentlich  bei  Stauungen  im  kleinen 
Kreislauf,  die  durch  Insuffizienz  der  Mitralis  bedingt  sind  = sog. 
Herzfehlerzellen;  es  finden  sich  dann  neben  dem  Pigment  oft  noch 
rote  Blutkörperchen  vor. 

In  den  bei  weitem  meisten  Fällen  handelt  es  sich  aber  um  Pigment- 
arten, welche  mit  der  Atmungsluft  in  die  Lungen  eingedrungen  sind. 

Diese  letzteren  Pigmentarten  geben  — vorausgesetzt,  daß  es  sich 
nicht  um  Siderosis  handelt  — keine  Eisenreaktion  mit  Ferrocyankalium 
und  Salzsäure  (p.  71).  Außerdem  sind  sie  meist  mehr  schwarz  ge- 
färbt, während  das  Blutpigment  einen  braunroten  Farbenton  zeigt. 
Doch  ist  der  Farbenunterschied  allein  nicht  maßgebend. 

Fibrinausgüsse  der  Bronchien  sind  schon  makroskopisch  an 
ihrer  eigentümlichen  Form  zu  erkennen. 

Die  sog.  Asthmakristalle  stellen  lange,  sehr  spitzige  Okta- 
eder dar. 

Die  Cukschmann’ sehen  Spiralen  sind  bandförmige,  spiralig 
gevTindene  Gebilde,  die  in  ihrem  Zentrum  einen  helleren  Faden  zeigen. 
Fettsäure-Kristalle  finden  sich  bei  putrider  Bronchitis,  bei 
Lungengangrän,  Lungenabszeß,  auch  bei  Kavernenbilduug. 

Zum  Nachweis  der  eosinophilen  Zellen  färbt  man  dünn  aus- 
gestrichene Deckglaspräparate  5 Minuten  lang  oder  länger  in  0,5-proz. 
spirituöser  Eosinlösung,  spült  in  50-proz.  Alkohol  ab  und  färbt  2 Mi- 
nuten lang  in  Methylenblau  nach.  Abspülen.  Trocknen.  Balsam. 

In  jedem  Sputum  finden  sich  Mikroorganismen  der  verschie- 
densten Art,  die  zum  Teil  aus  der  Mundhöhle  stammen. 

Sowohl  die  T u b e r k e 1 b a z i 1 1 e n wie  die  elastischen  Fasern 
finden  sich  vopugsweise  in  kleinen,  pfropfenartigen  Bröckeln  des 
Sputums,  auf  die  man  daher  bei  der  Untersuchung  vorzugsweise  sein 
Augenmerk  zu  ricliten  hat,  wenn  es  sich  um  den  Nachweis  von  Tu- 
berkelbazillen oder  von  elastischen  Fasern  handelt  (Sedimentierung 
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Untersuchung  des  Zentralnervensystems. 

des  Sputums  s.  p.  106)  Zur  Untersuchung  auf  Bakterien  kommt  die 
Ueckglastrockenmethode  zur  Anwendung.  Auf  elastische  Fasern  unter- 
sucht mau  entweder  in  der  Weise,  daß  man  zu  dem  frischen  Sputum- 
piäpfuat  1-pioz.  Kalilauge  zutreten  läßt,  oder  so,  daß  man  das  Sputum 
mit  10-proz.  Kalilauge  kocht,  dann  sedimentieren  läßt  und  nach  12 — 24 
Stunden  das  Sediment  untersucht. 

Untersuchung  des  Zeutraluerveiisystenis. 

Für  die  Konservierung  und  Härtung  von  Stücken  aus  dem  Zentral- 
nervensystem kommen  fast  ausschließlich  MüLLEa’sche  Flüssigkeit  For- 
nialin  und  Alkohol  in  Betracht.  Beim  Kückenmark  dauert  die  Härtung  in 
MüLLER’scher  Flüssigkeit,  wenn  sie  eine  vollkommene  sein  soll,  3 bis 
4 Monate,  beim  Gehirn  4 Monate  bis  1 Jahr.  Man  kann  durch  Ein- 
stellen in  den  Brütschrank  die  Härtungszeit  erheblich  abkürzen.  Die 
Aufbewahrung  in  MüLLEu’scher  Flüssigkeit  kann  auf  mehrere  Jahre 
ausgedehnt  werden,  namentlich  wenn  dieselbe,  nachdem  die  Härtung 
vollendet  ist,  mit  Wasser  auf  die  Hälfte  verdünnt  wird.  Nachher 
können  die  Stücke  auch  noch  eine  Zeitlang  in  Spiritus  aufbewahrt 
werden.  Die  Stücke  sollen  möglichst  frisch  in  die  Konservierungs- 
flüssigkeit kommen. 

Manchmal  empflehlt  es  sich,  die  Härtung  im  Anfang  nicht  in 
der  MüLLEfi’schen  Flüssigkeit  von  gewöhnlicher  Konzentration,  son- 
dern in  einer  Lösung,  die  nur  1-proz.  doppeltchroms.  Kali  enthält,  vor- 
zunehmen. 

Bei  experimentellen  Untersuchungen  kann  man  dem  entbluteten 
Tiere  MÜLLER’sche  Flüssigkeit  in  die  Carotis  interna  vorsichtig  in- 
jizieren. Dasselbe  Verfahren  empfiehlt  sich  bei  der  Anwendung  des 
Formalins.  In  der  Leiche  kann  man  das  Rückenmark  auf  dem  Wege 
der  Lumbalpunktion  zwischen  dem  3.  und  4.  Lendenwirbel  mit  der 
Härtungsflüssigkeit  früh  in  Kontakt  bringen,  das  Gehirn  durch  Ein- 
stich unter  dem  Bulbus,  in  der  Mitte  des  unteren  Orbitalrandes,  durch 
die  Fissura  orbitalis  superior. 

Formalin  wird  in  neuester  Zeit  ebenfalls  vielfach  zur  Härtung 
des  Zentralnervensystems  verwandt,  im  allgemeinen  in  10-proz.  Lösung. 
Die  Härtung  ist  bei  kleinen  Stücken  schon  in  einem  Tage  vollendet, 
bei  großen  Stücken,  namentlich  ganzen  Gehirnen,  ist  es  notwendig, 
die  Präparate  mehrere  Tage  in  der  Formalinlösung  zu  belassen. 

Die  Härtung  in  Formalin  hat  den  Vorteil,  daß  man  die  Prä- 
parate nachträglich  noch,  um  frische  Degenerationen  nachzuweisen, 
mit  FLEMMiNö’scher  Lösung  oder  nach  Marchi  behandeln  kann;  die 
WEiGERT’sche  Markscheidenfärbung  gelingt  nach  dem  unten  ange- 
gebenen Verfahren  ebenfalls  an  Formalinschnitten  und  für  die  Dar- 
stellung der  Neuroglia  ist  die  Formalinhärtung  Vorbedingung.  Schließ- 
lich ist  sie  auch  geeignet,  um  die  Strukturverhältnisse  der  Ganglien- 
zellen sichtbar  zu  machen.  Auch  die  Kombination  von  MüLLER’scher 
Flüssigkeit  und  Formalin  nach  Orth  (p.  12)  ist  gerade  für  das  Zentral- 
nervensystem besonders  empfehlenswert. 

An  Präparaten,  die  in  Formalin  gehärtet  sind,  kann  man  bei 
degenerativen  Prozessen  die  Fettkörnchenzellen  auf  verschiedene 
Weise  sichtbar  machen. 

1)  Durch  Übertragen  der  Stücke  aus  dem  Formalin  in 
FLEMMiNo’sche  Lösung  und  entsprechende  Weiterbehandlung. 
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2)  Durcli  Gefrierschnitte  und  Sudan-  oder  Scliarlaclifärbung. 

3)  Durch  Übertragen  der  Celloidinsclinitte  für  3 Stunden  'in 
0,5-proz.  Chroinsäure,  dann  für  24  Stunden  in  1-proz.  Osmmm- 
säure.  Uni  ein  besseres  Eindringen  der  Osminmsäure  zu  er- 
möglichen, empfiehlt  Busch  einen  Zusatz  von  Natriumjodat 
(NaJOg),  welches  die  Osmiumsäure  an  einer  zu  raschen  Zer- 
setzung hindert.  Die  in  Formol  gehärteten  Stückchen  kommen 
in  eine  Mischung  von  Osmiumsäure  1,0  — Natr.  jodat.  3,0  — 
Aqu.  destill.  300,0. 

4)  Durch  Färben  der  Celloidinsclinitte  in  Hämatoxylin  und  Aus- 
waschen in  einer  gesättigten  Pikrinsäurelösung.  Hier  bleiben 
die  Körnchenzellen  blau,  während  alles  übrige  grün  gefärbt 
wird.  (Busch.) 

Die  Härtung  in  der  Fuemming ’ s c h e n Lösung  (p.  55  und  62) 
ist  sehr  empfehlenswert,  wenn  es  sich  um  die  Untersuchung  degene- 
rativer  Veränderungen  im  Nervengewebe  handelt. 

Besonders  bewährt  hat  sich  zum  Nachweis  selbst  geringfügiger 
degenerativer  Veränderungen  auch  die 

Methode  von  Marchi. 

1)  Möglichst  kleine  Stückchen  werden  8 Tage  lang  (oder  auch 
beliebig  länger)  in  MüuLER’scher  Flüssigkeit  konserviert. 

2)  Übertragung  für  6—8  Tage  lang  in  eine  Mischung  von: 

MüLLER’sche  Flüssigkeit  2 Teile 
1-proz.  Osmiumsäure  1 Teil. 

3)  Sorgfältiges  Auswaschen  in  Wasser. 

4)  Nachhärteii  in  Alkohol  von  steigender  Konzentration. 

5)  Einbetten  in  Celloidin. 

Zerrungen  sind  bei  der  Herausnahme  der  Objekte  aus  der  Leiche 
möglichst  zu  vermeiden. 

Die  degenerierten  Partien  erscheinen  schwarz,  alles  andere  hell- 
grau. Nachfärbung  in  Karmin  oder  Lithionkarmin  (5-proz.)  ist  mög- 
lich. Die  Färbung  dauert  mehrere  Stunden.  Am  meisten  eignet  sich 
aber  van  GiEsoN’sche  Färbung,  weil  hier  neben  den  Körnchenzellen 
auch  die  Achsenzylinder  und  die  übrigen  zelligen  Bestandteile  sehr 
schön  gefärbt  werden.  Auch  WEiGERi’sche  Färbung  gelingt  meist 
sofort,  ohne  daß  man  die  Präparate  in  MüLLER’sche  Flüssigkeit  zurück- 
bringt. 

Zur  Anlegung  von  Schnitten  ganzer  Hemisphären,  um  sie  nach 
Marchi  behandeln  zu  können , hat  Starlinger  einen  nach  dem 
Prinzip  der  Brotschneidemaschinen  konstruierten  Apparat  angegeben, 
der  von  der  Firma  Beichert,  Wien  VIII,  Bennogasse,  für  40  Mk.  zu 
erhalten  ist. 

Die  Methode  von  Azoulay  ist  viel  weniger  geeignet  zur  Dar- 
stellung von  degenerativen  Veränderungen.  Sie  sei  hier  nur  kurz 
erwähnt,^  weil  sie  in  französischen  Publikationen  häufig  berücksichtigt 
wird:  Die  Schnitte  der  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit  gehärteten  und 
in  Celloidin  eingebetteten  Präparate  werden  5 Minuten  in  eine  dünne 
Osmiumsäurelösung  (1 : 500 — 1000)  gebracht,  dann  in  Wasser  leicht 
ausgewaschen  und  für  2 — 5 Minuten  in  eine  bis  zum  Aufsteigen  von 
Dämpfen  erwärmte  5 — 10-proz.  Tanninlösung  übertragen.  Dann 
gründliches  Auswaschen  und  eventuelle  Nachfärbung  in  Karmin  oder 
Eosin.  Die  Markscheiden  werden  grau  bis  blauscliwarz. 
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Zentralnervensystem.  Kerufärbungen. 


der  Leiche  frisch  entnommenen 
Stucken  des  Zentralnervensj;stems  lassen  sich  nur  schwer  und  unvoU- 

3— 8-tagigem  Verweilen  in  MüLLEa’scher 
Flüssigkeit  gelingt  die  Zerzupfung  leichter 

Für  das  Zentralnervensystem  stehen  uns  eine  ganze  Eeihe  von 
Farhuiigsverfahrmi  zur  Verfügung,  die  entweder  einfaciie  Kern- 
farbungeii  oder  Färbungen  der  Achsenzylinder  oder  Färbungen  der 
Markscheiden  oder  Färbungen  der  Glia  sind.  Häufig  sind  daher 
mehl ere  Färbungen  nebeneinander  anzuwenden.  Jede  der  unten 
angefulirten  Methoden  hat  unter  Umständen  bestimmte 
\orzuge.  Wenn  aber  nicht  besondere  Gründe  andere 
Methoden  empfehlen,  so  ist  es  für  die  systematische 
Untersuchung  eines  pathologischen  Falles  ratsam 
tolgende  Färbungen  bei  der  Härtung  und  Konser- 
vierung ins  Auge  zu  fassen  und  anzuwenden: 


1)  Die  Methode  von  Maechi  zum  Studium  frischer 
d e g e 11  e r a t i V e r Veränderungen. 

2)  Die  Methode  von  Nissl  zur  Darstellung  der  Gang- 
lienzellen. ® 

3)  Achsenzylinderfärbung:  Methode  von  Mallory 
(p.  158)  und  VAN  Giesok  (p.  53).  Beide  sind  leicht 
auszuführen  luid  geben,  wenigstens  am  Eücken- 
mark  und  peripheren  Nervensystem,  sichere  Ee- 
sultate.  Die  van  GiEsoN’sche  Färbung  ist  zugleich 
K e r n f ä r b u 11  g. 

4)  Markscheidenfärbung  von  Weigert  (p.  167). 

5)  Gliafärbung,  wenn  nicht  schon  die  Färbung  von 
Mallory  (p.^  158)_  oder  van  Gieson  fp.  53),  die  beide 
gleichzeitig  die  Neuroglia  färben,  genügt,  die 
spezifischen  Färbungen  von  Weigert  oder  Mallory 
(p.  172,  174)  oder  eine  der  anderen. 


A.  Kernfärbungeii. 

In  manchen  Fällen  genügen  die  einfachen  Kernfärbungs- 
mittel; namentlich  sind  d^ies eiben  geeignet  zur  Aufsuchung  von  Ent- 
zündungsherden. 

Ganz  besonders  empfiehlt  sich  in  dieser  Beziehung  die  van  Gie- 
soN’sclie  Methode,  weil  sie  außer  den  Kernen  auch  die  Achsenzylinder 
und  die  Glia  färbt. 

Viel  angewandt  wurde  in  früherer  Zeit  die  Karminfärbung,  die 
alle  Gewebsbestandteile  hervorliebt,  die  Achsenzylinder  rot  und  die 
Markscheiden  gelb  färbt.  Schwalbe  hat  gezeigt,  daß  die  neueren 
Mißerfolge  auf  dem  nach  der  Härtung  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit 
zur  Einbettung  verwandten  Alkohol  beruhen.  Man  kann  dies  wieder 
gut  machen,  wenn  man  nach  Schwalbe  die  Schnitte  in  MüLLER’sche 
Lösung  oder  ^2 — 1-proz.  Chromsäure  für  einige  Zeit  bringt.  Auch 
Formol-Gefrierschnitte  gewinnen  durch  diese  Beizung  gute  Färbbarkeit 
in  Karminlösungen. 

Eosin  hat  eine  Modifikation  der  EiiRLiCH’schen  Färbung  eni])- 
fohlen,  die  ebenfalls  neben  den  Kernen  die  spezifischen  nervösen 
Elemente  hervortreten  läßt. 

Die  Schnitte  werden  5 Minuten  lang  gefärbt  in  einer  Lösung  von 
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Kernfärbungen.  Färbung  der  Ganglienzellen. 

Dreifarbengemisch  (Grübleu)  0,4 

Destilliertes  Wasser  100,0 

0,5-i)i’oz.  Säurefnclisinlösung  7,00. 

Handelt  es  sich  um  Celloidinschnitte,  so  werden  von  dieser  Lösung 
4 Teile  mit  1 Teil  0,5-proz.  Säureluchsinlösung  gemischt,  und  die 
Schnitte  nur  1 Minute  lang  gefärbt.  Dann  Abwaschen  in  destilliertem 
Wasser,  bis  keine  Farbwolken  mehr  abgegeben  werden,  gewöhnlich 
1 — 2 Minuten  lang,  — Übertragen  5 bis  höchstens  10  Sekunden  lang 
in  Essigsäurelösung  1 : 2000  — Übertragen  1 Minute  lang  in  Wasser 
— absoluter  Alkohol  (nicht  zu  lange !)  — Xylol,  Kanadabalsam.  Nach 
dieser  Färbung  erscheinen: 

1)  Orangefarben:  Bote  Blutkörperchen,  und  die  Markscheiden 
(nur  in  Chrompräparaten);  sind  diese  sehr  lange  gechromt,  so 
wird  die  Markscheide  blaugrün. 

2)  Purpurfarben:  die  Gefäßwände  und  sklerosiertes  Gliagewebe. 

3)  Eot,  mit  Stich  ins  Violette:  Achsenzylinder,  Protoplasma  der 
Gliazellen,  Ganglienzellen  und  weißen  Blutkörperchen,  Kern- 
körperchen und  Kerne  mancher  Ganglienzellen. 

5)  Blangrün:  Kerne  der  Glia,  der  Gefäßwand,  des  Bindegewebes 
und  der  weißen  Blutkörperchen. 


B.  Färbung  der  Gfinglienzellen. 

Zur  Isolation  der  Ganglienzellen  empfiehlt  Arnold  die  von  ihm  an- 
gegebene Jodjodkalilösung,  der  man  passend  einige  Tropfen  wässeriger 
Eosinlösung  zusetzen  kann.  Die  Stückchen  verweilen  in  der  Flüssig- 
keit 5 — 6 Tage. 

I.  Färbung  der  Ganglienzellen  nach  Nissl. 

Eine  ganz  ausführliche  Beschreibung  seiner  Methode  hat  der 
Autor  in  der  Enzyklopädie  der  mikroskopischen  Technik,  Berlin-Wien 
1903,  unter  „Nervenzellen  (pathologisch)“  gegeben.  Nur  genaue  Be- 
folgung aller  Kegeln  führt  zu  verwertbaren  Resultaten. 

Die  Gewebsstücke  dürfen  nicht  zu  klein  sein,  mindestens  1 cm 
in  allen  Dimensionen;  wenn  möglich  soll  die  Pia  schonend  abgezogen 
werden  und  die  möglichst  lebensfrischen  Stücke  ohne  Berührung  mit 
Wasser  direkt  in  96-proz.  Alkohol  kommen,  dessen  Menge  etwa  das 
50 — 60-fache  betragen  soll.  Die  Blöcke  müssen  auf  allen  Seiten  von 
Alkohol  umspült  sein,  und  dieser  bei  eingetretener  Trübung,  spätestens 
aber  nach  24  Stunden,  gewechselt  werden.  Nach  etwa  5 Tagen  werden 
6 — 8 mm  hohe  Blöcke  mittels  Gummi  arabicum,  der  in  96-proz.  Alkohol 
schnell  erstarrt,  anfgeklebt.  Man  schneidet  10 — 12  dicke  Schnitte, 

die  man  aus  dem  96-proz.  Alkohol  völlig  ausgebreitet,  in  folgende 
Farblösung  bringt: 

Methylenblau  B.  Patent  (von  Carl  Büchner  u.  Sohn,  München)  3,75 
Venetianische  Seife  (geschabt)  1,75 

Destilliertes  Wasser  1000,0 

Nach  tüchtigem  Umschütteln  muß  die  Farblösung  mindestens 
V4  Jahr  alt  sein.  Vor  jedem  Gebrauch  schütteln  und  in  ein  Uhr- 
schälchen filtrieren.  Der  Schnitt  wird  auf  der  Farblösung  schwimmend 
erhalten  und  diese  bis  zum  Aufsteigen  des  ersten  Luftbläschens  er- 
wärmt. Nunmelir  erfolgt  die  Dilferenzierung  in 
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Anilinöl  wasserhell  (Höchster  Farbwerke)  10  Teile 
Alkohol,  96-proz.  90  Teile. 

Die  fertige  Dilferenziernngsflüssigkeit  soll  nur  in  kleinen  Mengen,  gut 
verschlossen  und  vor  Licht  geschützt  aufbewahrt  werden.  Der  Schnitt 
bleibt  hierin  nur  so  lange,  bis  man  ihn  auf  dem  Spatel  völlig  aus- 
gebreitet hat;  dann  überträgt  man  ihn  auf  den  Objektträger,  läßt  die 
überflüssige  Diiferenzierungsflüssigkeit  ablaufen,  trocknet  mit  Filtrier- 
papier und  bedeckt  schnell  den  Schnitt  mit  Cajeputöl.  Man  entfernt 
das  überflüssige  Öl,  trocknet  den  Schnitt  mit  Filtrierpapier  und  spüle 
ihn  unter  sorgfältiger  Vermeidung  von  Vertrocknung  rasch  mit  Benzin 
ab.  Dann  träufelt  man  das  überflüssige  Benzin  ab  und  bedeckt  den 
noch  nassen  Schnitt  sorgfältig  überall  mit  Xylolkolophonium.  Letzteres 
stellt  man  sich  derart  her,  daß  man  ein  50  g fassendes  Gläschen  zur 
Hälfte  mit  gewöhnlichem  Kolophonium,  sodann  ganz  mit  Xylol  fällt, 
man  läßt  es  offen  unter  einer  Glasglocke  stehen  und  benutzt  die  ober- 
flächliche Schicht,  die  man  abgießt.  Zum  Auflegen  des  Deckgläschens 
erwärmt  man  den  Objektträger  ganz  leicht,  bis  das  Xylolkolophonium 
dünnflüssig  ist  und  wiederholt  dies  unter  leichtem  Druck  auf  das 
Deckglas  nochmals,  bis  man  kein  Harz  mehr  herausdrücken  kann. 
Die  Präparate  sind  7a — 1 Jf^hr  haltbar,  wenn  sie  vor  Licht  geschützt 
aufbewahrt  werden.  Will  man  den  Block  aufheben,  so  muß  man  ihn 
von  dem  Kork  oder  dem  Holz  wieder  lösen  und  in  96-proz.  Alkohol 
bringen. 

Kurz  zusammengefaßt  ist  die  Methode  folgende: 

1)  Fixierung  nicht  zu  kleiner  Blöcke  in  96-proz.  Alkohol. 

2)  Schneiden  des  nicht  eingebetteten  Blocks. 

3)  Färben  des  schwimmenden  Schnittes  in  obiger  Methylenblau- 
lösung unter  leichtem  Erwärmen,  bis  die  ersten  Bläschen  auf- 
steigen. 

4)  Ausbreiten  auf  den  Spatel  in  der  Differenzierungsflüssigkeit 
(Anilinöl-Alkohol). 

5)  Übertragen  auf  den  Objektträger,  Abtrocknen  mit  Fließpapier, 
rasches  Bedecken  mit  Cajeputöl. 

6)  Entfernen  des  Öls  mit  Fließpapier  (nicht  eintrocknen  lassen!), 
dann  mit  Benzin. 

7)  Abgießen  des  überflüssigen  Benzins  und  Aufträufeln  von  Xylol- 
kolophonium. 

8)  Auflegen  des  Deckglases  unter  leichtem  mehrmaligem  Er- 
wärmen und  vorsichtigem  Druck  auf  das  Deckglas. 

II.  Ganglienzellenfärbung  von  Lenhossek. 

1)  Härtung  in  auf  die  Hälfte  verdünntem  Formol,  2 läge  lang. 

2)  2 Tage  lang  in  absolutem  Alkohol. 

3)  Einbettung  in  Celloidin  oder  Paraffin. 

4)  Färbung  in  konz.  wässeriger  Thioninlösung,  über  rsacht. 

5)  Abspülen  einige  Sekunden  lang  in  destilliertem  Wasser. 

6)  Vorsichtige  Färbung  in  Erythrosinlösung.  i + n rr  m 

7)  Differenzieren  in  einer  Mischung  von  Alkohol  absolut.  9 teile, 

Xylol  1 Teil. 

8)  Übertragen  in  01.  Cajeputi. 

9)  Kurzes  Übertragen  in  Xylol. 

10)  Einschluß  in  Xylol-Damarlack.  . 

Die  Methode  von  Lenhossek  ist  bequem  und  sicher. 


Färbung  der  Ganglienzellen. 
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III.  Methode  von  Cox. 


1) 


2) 

3) 


4) 


Fixieren,  2—3  Tage  lang,  in 

Siibliinatlüsnng,  konzentriert  15,00 

Platinchloridlösiing,  5-proz.  15,00 

Osminmsänre,  1-proz.  10,00 

Eisessig  5,00 


Alkohol,  Paraffineinschluß. 

Übertragen  der  Schnitte  für  8 Stunden  in  25-proz.  Tannin- 
lüsung,  dann  auswasclien,  dann  für  5 — 10  Minuten  in  2,5-proz. 
Eisenoxydammoniumsulphatlösung,  10  Minuten  langes  Aus- 
waschen. 

Färben  12 — 18  Stunden  lang  in 

Methylenblau  1,0 

Kaliumcarbonat  1,0 

Wasser  100,0 


Diese  Lösung  Avird  kurz  vor  dem  Gebrauch  mit  einer  2-proz. 
Phenollösung  gemischt  1 — 2 : 15  und  die  Färbung  zunächst  15  Minuten 
lang  auf  dem  Wasserbade  vorgenommen. 


IV.  Methode  von  Held. 

1)  Härten  in  verschiedenen  Flüssigkeiten. 

2)  Färben  5 Minuten  lang  in  Erythrosin  1,0  — Eisessig  3 Tropfen 
— Wasser  150,0. 

3)  Auswaschen  in  Wasser. 

4)  Färben  in  erwärmter  Lösung  von  Methylenblau  3,75  — 
Venetianische  Seife  1,75  — Wasser  1000  — 5-proz.  Avässerige 
Acetonlösung  1000. 

5)  Abwaschen,  kurz  absoluter  Alkohol,  Xylol,  Kanadabalsam. 


V.  Eosm  empfiehlt  3 Tage  lang  Härten  in  10-proz.  Formol,  dann 
3 Tage  lang  in  absolutem  Alkohol,  Celloidin. 

Färben  ^2 — 24  Stunden  lang,  im  Mittel  3 Stunden,  in  konzen- 
trierter wässeriger  Neutralrotlösuug,  gründliches  Auswasclien  in  destil- 
liertem Wasser,  absolutem  Alkohol  (säurefrei),  Xylol,  Xylolkanadabalsam. 

Durch  Neutralrot  werden  alle  basophilen  Substanzen  rot,  alle 
acidophilen  blaßgelb.  In  der  Ganglienzelle  werden  die  basophilen 
NissL’schen  Granula  leuchtend  rot,  die  Kernkörperchen  rot,  Zelleib 
und  Kern  blaßgelb. 

VI.  Methode  von  Luithlen  und  Soego. 

1)  Härtung  in  Alkohol,  oder  MüLLEE’scher  Flüssigkeit,  oder 
Formol-MüLLEK.  Kleine  Stückchen.  Bei  Härtung  in  Müllek- 
scher  Flüssigkeit  gründliches  Auswaschen,  am  besten  24  Stuu- 
den  lang  in  fließendem  Wasser. 

2)  Celloidineinbettung. 

3)  Färbung  24  Stunden  lang  oder  kürzere  Zeit  in  bis  zur  Ent- 
wicklung von  Dämpfen  erwärmter  Lösung  von  poh'’chromem 
Methylenblau. 

4)  Auswaschen  24  Stunden  lang  in  einige  Male  zu  Avechselndem 
destilliertem  Wasser. 

5)  Dilferenzieren , am  besten  auf  dem  Objektträger  in  Unna’s 
Glyzerinäthermischung  (s.  p.  143)  bis  zur  Dilferenzierung  der 
grauen  und  weißen  Substanz. 

6)  Abtupfen  mit  Fließpapier  oder  einem  glatten  Tuche. 
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Färbung  der  Ganglienzellen.  Adisenzylinderfärbungen. 

7)  Mehrmaliges  Übergießen  mit  absolutem  Alkohol. 

8)  Vollstcändige  Entfernung  des  absoluten  Alkohols  durch 
Origanumol.  Gebrauchtes  Origanumöl  darf  nicht  von  neuem 
verwendet  werden. 

9)  Kanadabalsam. 

Granula,  Keinkörperchen  der  Ganglienzellen  und  Gliakerne  violett 
ijindegewebe  und  Achsenzylinder  blau  bis  entfärbt,  Markscheiden 
manchmal  rotviolett. 

VII.  Außer  den  sub  I— VI  aufgeführten  spezifischen  Ganglien- 
zellenmethoden empfiehlt  sich  sehr  die  Anwendung  anderer  Methoden 
für  Kernfärbung  und  Darstellung  von  Protoplasmastrukturen : Heiden- 
hain’s  Eisenhämatoxylinfärbung,  polychrome  Methylenblaufärbung  usw. 
Namentlich  leistet  auch  die  Modifikation  der  EHELicn’schen  Triacid- 
färbung  von  Eosm  (p.  154)  manchmal  gute  Dienste.  Dasselbe  gilt 
von  der  RoMANowsKY-ZiEMANN’schen  Färbung  (s.  p.  129). 

VIII. _  Durch  die  vitale  Methylenblaumethode  (s.  p.  176  u.  59) 
können  die  Ganglienzellen  ebenfalls  dargestellt  werden. 

IX.  Molybdänverfabren  von  Bethe  zur  Darstellung  der  Neurofibrillen  bei 
Wirbeltieren. 

1)  Blöcke  von  4 — 10  mm  Dicke  aus  Eückenmark  oder  Gebim  für  24  Stunden 
in  eine  3— 7,5-proz.  Lösung  von  Salpetersäure  (spez.  Gew.  1,40). 

2)  Ohne  Spülen  in  95-proz.  Alkohol. 

3)  Auf  24  Stunden  in 

Ammoniak  (spez.  Gew.  0,95  1 Teil 
Dest.  Wasser  3 Teile 

96-proz.  Alkohol  8 „ 

4)  Für  einige  Stunden  in  Alkohol. 

5)  Für  24  Stunden  in 

Salzsäure  (konzentr.,  spez.  Gew.  1,18)  1 Teil 

Dest.  Wasser  3 Teile 

96-proz.  Alkohol  8 — 12  „ 

6)  Einige  Stunden  in  Alkohol,  dann  2 — 6 Stunden  in  Wasser. 

7)  Für  24  Stunden  in  4-proz.  Lösung  von  Ammoniummolyhdat  (weiß). 

Bei  allen  diesen  Prozeduren  soll  die  Temperatur  20®  nicht  übersteigen. 

8)  Ahspülen  in  Wasser,  Alkohol,  Paraffineinhettung , Schneiden.  Aufkleben 
der  Schnitte  mit  Eiweiß  ohne  Wasser. 

9)  Objektträger  mit  Wasser  abgespült,  dann  Wasser  aufgeschichtet  und  für 
2 — 10  Minuten  in  den  Wärmeschrank  (60®)  gebracht. 

10)  Abgießen,  Abspülen,  dann  Aufschichten  einer  Toluidinhlaulösung  (1  : 3000), 
10  Minuten  färben  hei  58—60®. 

11)  Waser,  Alkohol  bis  keine  Farbwolken  mehr  ahgehen;  Alkohol  ahsolutus, 
Xylol,  Balsam. 


C.  Acliseiizyliiiderfärbimgeii. 

Die  Achsenzylinderfärbungen  sind  meist  keine  elektiven,  wie  z._B. 
die  WEiGERT’sche  Markscheidenfärbung  und  Gliafärbung.  Es  wird 
vielmehr  meist  die  Glia  mitgefärbt,  und  daher  erscheinen  degenerierte 
Partien,  in  denen  untergegangene  Nervenfasern  durch  Gliawucherung 
ersetzt  sind,  in  der  entsprechenden  Farbe  stärker  gefärbt,  vde  die 
normale  Umgebung. 

Im  frischen  Präparat  sind  die  Achsenzylinder  nur  sichtbar,  wenn 
man  das  Myelin  durch  Alkohol,  Äther,  Benzol,  Chloroform  usw.  entfernt. 

I.  Färbung  der  Achsenzylinder  nach  Malloby. 

Die  Methode  ist  außerordentlicli  bequem  und  sicher,  und  läßt 
zugleich  die  Gliafasern  sehr  deutlich  hervortreteu. 


Acbseuzylinderfärbiuigeii. 
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Nach  persönlicher  Mitteilung  des  Autors  verfährt  man  in  folgen- 
der AVeise: 

1)  Färbung  der  Schnitte  20  Minuten  bis  1 Stunde  lang  in  einer 
einige  Wochen  lang  dem  Sonnenlichte  aiisgesetzten  und  vor 
dem  Gebrauch  filtrierten  Lösung  von 

Phosphor-Mol3'bdänsäure  10-proz.  10  Teile 

Hämatoxjdin  1,75  „ 

M'asser  ^00  „ 

Karbolsäure,  kristallisiert  5 „ 

2)  Auswaschen  in  2— 3 mal  gewechseltem  50-proz.  Alkohol  5 bis 
20  Minuten  lang. 

3)  Entwässerung  usw. 

Die  gefärbten  Schnitte  dürfen  nicht  zu  lange  in  Alkohol  absolut, 
verweilen.  Achsenzylinder  und  Glia  erscheinen  tiefblau.  Die  Färbe- 
kraft der  Flüssigkeit  nimmt  mit  der  Zeit  noch  merklich  zu,  so  daß 
man  sie  später  mit  destilliertem  Wasser  verdünnen  kann. 

II.  Eine  bequeme  und  sichere  Methode  zur  Darstellung  der 
Achsenzylinder  ist  die  van  GiEson’sche  (p.  53).  Die  Achsenzylinder 
erscheinen  braunrot  bis  rot,  die  Markscheide  gelb,  die  Kerne  blau- 
rot, die  Glia  rot,  die  Ganglienzellen  mit  ihren  Ausläufern  rot,  alles 
sklerotische  Gewebe  leuchtend  rot.  Die  Methode  darf  daher  als  eine 
Universalfärbungsmethode  um  so  mehr  bezeichnet  werden,  als  sie  besser 
differenziert  und  viel  sicherer  wirkt,  wie  die  in  den  letzten  Jahren 
recht  unzuverlässig  gewordenen  Karminpräparate. 

Die  Färbung  gelingt  an  Alkohol-  und  Formalinpräparaten,  Mül- 
LER’sche  Flüssigkeit  hat  den  Vorteil,  daß  die  Differenzierung  stärker 
ist  und  die  Gelbfärbung  der  Markscheiden  besser  hervortritt. 

ni.  Die  Färbung  der  Achsenzylinder  mit  neutralem 
Karmin  (s.  p.  51)  gibt  oft  gute  Eesultate.  Am  besten  gelingen  die 
Schnitte,  wenn  man  sie  in  einer  dünnen  Lösung  recht  lange,  bis 
24  Stunden,  liegen  läßt  und  dann  gründlich  auswäscht.  Das  neutrale 
Karmin  färbt  die  Achsenzylinder,  die  Ganglienzellen  und  das  Zwischen- 
gewebe. Degenerierte  Partien  erscheinen  intensiver  rot  gefärbt. 

Die  Zeit,  die  zum  Gelingen  der  Färbung  notwendig  ist,  ist  sehr 
verschieden,  je  nach  dem  Alter  der  Präparate,  der  Härtung  usw.  Man 
kann  die  Färbung  beschleunigen  und  auch  intensiver  machen,  wenn 
man  die  Schnitte  in  eine  Chlorpalladiumlösung  (0,01 : 50)  10  Minuten 
lang  legt  und  dann  direkt  in  die  Karminlösung  bringt.  Auch  Er- 
wärmen beschleunigt  die  Färbung;  in  allen  Fällen,  wo  es  die  Zeit 
zuläßt,  ist  aber  eine  lange  Färbung  in  dünner  Lösung  am  meisten  zu 
empfehlen. 

Auch  die  Ganglienzellen  färben  sich  mit  neutralem  Karmin,  und 
zwar  am  besten,  wenn  man  die  Schnitte  24  Stunden  lang  in  einer 
hellrosa  gefärbten  Lösung  liegen  läßt. 

IV.  Gute  Eesultate  gibt  die  Färbung  mit  Boraxkarmin  und 
nachfolgend^'  Behpdlung  in  salzsaurem  Spiritus  (s.  p.  48).  Man 
läßt  aber  die  Schnitte  länger  — bestimmte  Zeitangaben  lassen  sich 
nicht  machen  — in  der  Farblösung,  von  V2  Stunde  bis  mehrere 
Stunden.  Dann  färben  sich  die  Achsenzylinder,  das  Zwischengewebe, 
die  Kerne  der  Ganglienzellen  und  sonstige  kernhaltige  Gebilde. 


160 


Achsenzylinclerfärbungen. 


Älmliche  Resultate  erzielt  man  mit  Litliioiikarmin,  welches  in 
derselben  A\eise  angewendet  wird. 


A . C 0 c li  e 11  i 1 1 e a 1 a u 11  f ä r b u 11  g d e r A c li  s e n z y 1 i n d e r 

CZOKOE; 


nach 


Cochenille  1,0 

Alaun  1,0 

Aqua  100,0 

erwärmt  und  bis  auf  die  Hälfte  des  Volumens  eingekocht 
Färbung  24  Stunden  lang.  Auswaschen  in  V asser. 

Die  Kerne  haben  einen  violetten,  die  Achsenzylinder  einen  mehr 
roten  Farbenton. 


VI.  Urankarminfärbung  der  Achsenzylinder  nach 
ScmiAus. 

1)  Härtung  in  MüLLEE’scher  Flüssigkeit  (nicht  auswaschen !). 

2)  Nachhärtung  in  absolutem  Alkohol,  im  Dunklen. 

3)  Färben  in  einer  durch  halbstündiges  Kochen  hergestellten  und 
nach  dem  Erkalten  filtrierten  Lösung  von 

Karniinsaurem  Natron  1,0 

Uranuni  nitriciim  0,5 

verrieben  und  gelöst  in  Wasser  100,0. 

4)  Auswaschen  in  Wasser  usw. 

Derselbe  Autor  empfiehlt  auch  eine  Achsenzylinderfärbung  in 
Blackbleulösung  (0,25  : 100,0  Alkohol  [50-proz.]),  der  etwas  Pikrinsäure 
zugesetzt  ist.  Färben  1 Stunde  lang.  Auswaschen  in  Wasser. 

Nach  Chilesotti  kann  man  die  Färbung  mit  obiger  Urankarmin- 
lösung durch  Zusatz  von  2 Tropfen  1-proz.  salzsauren  Alkohols 
pro  ccm,  den  man  erst  kurz  vor  dem  Gebrauch  vornehmen  muß,  weit 
sicherer  gestalten.  Man  kann  dann  jede  Fixierung  und  Einbettung, 
auch  Gefrierschnitte  verwenden  und  färbt  10  Minuten  bis  4 Stunden. 

VII.  Anilinblaufärbung  der  Achsenzylinder  nach 
Steoebe. 

Zur  gleichzeitigen  Färbung  der  Achsenzylinder  und  Markscheiden 
hat  CiAGLiNSKi  Vorfärbung  in  Safiranin,  Auswaschen  in  Wasser,  Färben 
in  Anilinblaulösung,  Auswaschen  in  Wasser  empfohlen.  Steoebe  hat 
die  Methode  dadurch  wesentlich  verbessert,  daß  er  nach  der  Anilin- 
blaufärbung nicht  in  Wasser,  sondern  in  Alkalispiritus  auswäscht. 

Man  verfährt  nach  Steoebe  in  der  folgenden  Weise: 

1)  Härtung  in  MüLLEE’scher  Flüssigkeit. 

2)  Färben  — 1 Stunde  in  gesättigter  wässeriger  Anilinblau- 

lösung. 

3)  Abspülen  der  schwarzblauen  Schnitte  in  Wasser. 

4)  Übertragen  in  eine  Schale  mit  Alkohol,  dem  20 — 30  Tropfen 
1-proz.  Ätzkalialkohol  zugesetzt  sind  (Kali  causticum  1 : 100 
Alkohol,  24  Stunden  stehen  lassen,  filtrieren),  bis  der  Schnitt 
hellbraunrot  und  durchscheinend  geworden  ist.  Im  allge- 
meinen sind  1 bis  mehrere  Minuten  nötig. 

5)  Übertragen  in  destilliertes  Wasser  5 Minuten  lang.  Die 
Schnitte  werden  wieder  hellblau. 

6)  Gegenfärbung  in  zur  Hälfte  mit  Wasser  verdünnter  ges. 
Saffraninlösung  ^4 — Va  Stunde  lang. 


Aclisenzylinderfärbungen. 
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7)  Auswasclien  und  Entwässern  in  Alkohol,  absolut.  Xylol. 

Kanadabalsain. 

VIII.  Färbung  von  Sahli. 

1)  Sorgfältige  Härtung  in  MüLLEii’scher  Flüssigkeit. 

2)  Färben  der  Schnitte,  10  Minuten  bis  mehrere  Stunden  lang, 
in  einer  Mischung  von: 

Gesättigte  Avässerige  Methylenblaulösung  24,0 

Destilliertes  Wasser  40,0 

5-proz.  Boraxlüsung  16,0 

3)  Auswaschen  in  Wasser  oder  Alkohol,  bis  sich  die  graue  Sub- 
stanz hell  von  der  tiefblau  gefärbten  Marksubstanz  abhebt. 

4)  Aufliellen  in  Cedernholzöl.  Kanadabalsam. 

Die  Markscheiden  werden  tiefblau,  die  Ganglienzellen  blaß-grün- 
lich, die  Gliakerne  blau.  Die  Methode  ist  namentlich  geeignet  zum 
Nachweis  gleichzeitig  vorhandener  Bakterien.  Die  Präparate  besitzen 
keine  unbegrenzte  Haltbarkeit. 

IX.  Eine  isolierte  Färbung  der  Achsenzylinder  erreicht  man  durch 
die  Freud’ sehe  Flüssigkeit. 

1)  Härtung  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit. 

2)  Färbung  3 — 5 Stunden  lang  in  einer  Lösung  von 


1-proz.  Goldchloridlösung  \ 

/ 


zu  gleichen  Teilen. 


95-proz.  Alkohol 

3)  Abwaschen  in  Wasser. 

4)  2—3  Minuten  in 

Natronlauge  1,0 

Aqu.  destillata  6,0 

5)  Abwaschen  in  Wasser. 

6)  5 — 15  Minuten  in  10-proz.  Jodkaliumlösung. 

7)  Abwaschen,  Alkohol,  Kanadabalsam. 

Die  FEEUD’sche  Goldfärbung  gelingt  nicht  immer  gut.  Die  Nerven- 
fasern erscheinen  dunkelblau  bis  dunkelrot.  Oft  färbt  sich  auch  ein 
Teil  der  Markscheiden  mit.  Die  Manipulationen  müssen  mit  Glas- 
nadeln vorgenommen  werden. 

Es  gibt  eine  große  Eeihe  von  Modifikationen  der  Goldmethode. 
Cohnheim,  der  die  Methode  zuerst  bei  Darstellung  der  Nerven  der 
Hornhaut  anwendete,  brachte  die  Schnitte  in  eine  0,5-proz.  Gold- 
chloridlösung und  dann  füi'  einige  Tage  in  mit  Essigsäure  ange- 
säuertes Wasser.  Die  später  empfohlenen  zahlreichen  Modifikationen 
bestehen  darin: 

a)  daß  man  viel  stärker  verdünnte  Lösungen  anwendet  und  in 
diesen  dann  die  Schnitte  entsprechend  länger  beläßt: 

b)  daß  man  statt  des  Goldchlorids  Goldchlori&alium  oder  Gold- 
chloridn  atrium  an  wen  det ; 

c)  daß  man  die  Goldchloridlösung  erneuert; 

d)  daß  man  an  Stelle  der  Essigsäure  zur  Herbeiführung  der  Ee- 
duktion  Salzsäure,  Ameisensäure  oder  Weinsäure  wählt. 

Am  besten  gelingt  die  Goldmethode  an  frischem,  noch  nicht  ge- 
härtetem Material. 

Hervorzuheben  ist  noch 

X.  die  Goldfärbung  der  Achsen  Zylinder  nach  Upson. 

1)  Härtung  4—6  Monate  lang,  anfangs  in  1-proz.,  später  in 

V.  Kahlden,  Technik  der  histologischen  Untersuchung.  7.  Aull.  11 
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Achsenzylinderfärbungen. 


2-proz  öfter  zu  erneuernder  Lösung  von  Kali  bicliromicum 
Ar-  V besten  in  einem  dunklen  Zimmer. 

^ lfertera^\Va^  Abspülen  der  gehärteten  Stücke  in  destil- 


erneuernden  50-proz. 

Alkohol,  der  durch  Verdünnen  von  absolutem  Alkohol  herge- 
stöllt  ist. 

ebenfalls  aus  absolutem  Alkohol  herzustellenden 
95*proz.  Spiiitub,  bis  die  Schnitte  eine  deutlich  grüne  Farbe 
zeigen;  gewöhnlich  ist  dies  nach  2—4  Wochen  erreicht. 

4)  Eventuell  Celloidineinbettung.  Schneiden. 

5)  Färben  der  Schnitte,  2 Stunden  lang,  in  einer  Lösung  von 

Goldchlorid  1,0 

Aqu.  destillat.  100,0 

Salzsäure  2,0 

6)  Abspülen  der  Schnitte  in  destilliertem  Wasser. 

7)  Übertragen  für  Minute  lang  in  10-proz.  Kalilösung. 

8)  Auswaschen  in  Wasser. 

9)  Eeduktion  in  einer,  für  jeden  Schnitt  frisch  herzustellenden 
Lösung  von 

Acid.  sulphuros.  6 ccm 

3-proz.  Jodtinktur  10 — 15  Tropfen. 

Mischen  und  Hinzufügen  von 

Liquor  ferri  chlorici  1 Tropfen. 

10)  Auswaschen  in  Wasser,  sobald  der  Schnitt  rosarot  geworden  ist. 

11)  Alkohol.  Nelkenöl.  Kanadabalsam. 

Die  Schnitte  sind  im  Dunkeln  aufzubewahren.  Sämtliche  Mani- 
pulationen müssen  mit  Platin-  oder  Glasnadeln  vorgenommen  werden. 
Berührung  mit  Metallgegenständen  zu  vermeiden. 


XL  Nigrosinfärbung  der  Achsenzylinder. 

1)  Färben  der  Schnitte  5—10  Minuten  lang  in  einer  konz.  wässe- 
rigen Nigrosinlösung. 

2)  Entfärben  erst  in  verdünntem,  dann  in  absolutem  Alkohol. 

3)  Origanumöl,  Kanadabalsam. 

Die  Nigrosinfärbung  ist  bequem  wegen  ihrer  Einfachheit  und 
gibt  gute  Übersichtsbilder,  namentlich  bei  Degenerationsherden. 


XII.  Färbung  der  Achsenzylinder  nach  Wolters. 

1)  Härtung  (in  der  Dunkelheit)  24  Stunden  lang  in  einer  Lösung  von 

scliwefelsam-em  Kiipferoxyd  ) ; if^nge 

Kaliumbichromat  j ° ^ 

50-proz.  Spiritus,  dem  auf  je  100  ccm  6 Tropfen  Eisessig 
zugesetzt  sind. 

2)  Übertragung  für  24  Stunden  in  absoluten  Alkohol.  Einbettung 
in  Celloidin.  Schneiden. 

3)  Übertragung  der  Schnitte  für  24  Stunden  in  eine  Beize  von 

Vanadium  chloratum,  10-proz.  2 Teile 

Ammonium  aceticum  liquidum,  8-proz.  8 „ 

4)  10  ^Minuten  langes  Auswaschen  in  Wasser. 


0 Nicht  acidi  sulphurici,  wie  durch  einen  Druckfehler  in  der  vorigen  Auf- 
lage steht. 


Inipriignation  der  Ganglienzellen. 
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5)  Färben  24  Stunden  lang,  auf  dem  Paraffinofen,  in 

Hämatoxylin  2,0 

Alkohol  absolut,  q.  s.  ad.  solut. 

3-proz.  Essigsäure  100,0 

6)  Auswaschen  in  80-proz.,  salzsäurehaltigem  Spiritus,  bis  die 
Präparate  einen  hellblauroten  Ton  haben. 

7)  Entfernung  der  Salzsäure  in  schwachem  Alkohol,  Entwässerung 
in  absolutem  Alkohol,  Origanumöl,  Kanadabalsam. 

Außer  den  Achsenzylindern  färben  sich  auch  die  Ganglienzellen 
und  Gliaelemente. 

XIII.  Silbermethode  zur  Darstellung  der  Ganglien- 
zellen und  ihrer  Ausläufer  nach  Golgi. 

Die  in  MüLLEn’scher  Flüssigkeit  gehärteten  Stücke,  welche  nur 
klein  sein  dürfen,  kommen  direkt  aus  der  Härtuugsflüssigkeit  in  eine 
0,75-proz.  Argentum  nitricum-Lösung , welche  nach  Va  Stunde  ge- 
wechselt wird.  Nach  5—6  Tagen  kann  das  Stückchen,  nachdem  es 
oberflächlich  abgetrocknet  ist,  erst  in  verdünnten,  dann  in  absoluten 
Alkohol  gebracht  und  daun  geschnitten  werden. 

Alkohol — Nelkenöl — Kanadabalsam  (ohne  Deckglas!). 

Die  Ganglienzellen  und  ihre  Ausläufer  erscheinen  schwarz  im- 
prägniert; ebenso  die  Bindegewebszellen.  Die  Methode  ist  sehr  un- 
sicher, sie  färbt  fast  nie  alle  Ganglienzellen.  Eine  Verbesserung  stellt 
die  Sublimatmethode  des  Autors  dar. 

XIV.  Sublimatmethode  zur  Darstellung  der  Gang- 
lien und  ihrer  Ausläufer  nach  Golgi. 

Die  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit  gehärteten  Stückchen,  welche 
nicht  dicker  als  0,5  cm  sein  sollen,  kommen  in  eine  0,25-proz.  wäs- 
serige Sublimatlösung,  die  so  oft  erneuert  wird,  als  sie  sich  noch  gelb 
färbt.  Nach  8 — 10  Tagen  sind  kleine  Stückchen  schon  brauchbar 
und  können  geschnitten  werden ; doch  tritt  die  Eeaction  um  so  besser 
ein,  je  länger  man  die  Schnitte  in  der  Lösung  beläßt. 

Die  Schnitte  müssen  sehr  gut  ausgewaschen  werden. 

Dann:  Alkohol — ul — Kanadabalsam. 

Auch  hier  sehen  die  Ganglienzellen  und  ihre  Ausläufer  schwarz 
aus.  Die  Methode  ist  ebenfalls  unsicher. 

Eine  Verbesserung  von  Pal  besteht  darin,  daß  man  die  Schnitte 
mit  einer  Lösung  von  Natriumsiüphid  (Na.2  S)  einige  Minuten  lang 
nachbehandelt. 

Auch  die  nach  der  Sublimatmethode  hergestellten  Schnitte  sind 
noch  sehr  empfindlich  und  können,  ebenso  wie  die  Silberschnitte,  nicht 
unter  einem  Deckglas  aufgehoben  werden. 

Eine  Konservierung  unter  dem  Deckglas,  sowie  eine  nachträg- 
liche Färbung  soll  ermöglichen 

XV.  Die  Methode  von  Obeegia. 

1)  Die  nach  Golgi  behandelten  Sublimat-  oder  Silberpräparate 
dürfen  nur  mit  Spiritus  in  Berührung  kommen,  der  nicht 
schwächer  ist.  als  95-proz.  Aus  diesem  gelangen  sie  in  eine 
irisch  bereitete  und  ^3  Stunde  lang  dem  diffusen  Licht 
ausgesetzte  Lösung  von 


11* 
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Imprägnation  der  Ganglienzellen  nnd  ihrer  Ausläufer. 


lang 


l-proz.  Eisencliloridlösimg  8 - 
Absoluter  Alkohol  10  ccm. 
In  dieser  Flüssigkeit  verweilen 
im  Dunkeln. 


10  Trpfn.  (Keine  Metallnadeln !) 
die  Schnitte  15—30  ]\[inuten 


2)  Kasches  Abspülen  in  25-proz,  Alkohol,  dann  in  destilliertem 
vv  Jiss6r. 

3)  Übertragen  für  5—10  Minuten  (nicht  länger!)  in  10-nroz 
Natriumsulphidlösimg. 

4)  Mehrmaliges  Auswaschen  in  destilliertem  Wasser. 

5)  Eventuelle  Färbung  mit  Ktirmin,  Hämatoxylin,  nach  Weigert 
Pal  usv  . Einschluß  in  Kanadabalsam,  Bedecken  mit  einem 
Deckglas. 


Die  zweckmäßigste  Modifikation  des  GoLGi’schen  Verfahrens  ist 
die  von  Kölliker  noch  etwas  umgeänderte 


XVI.  Methode  von  Ramön  y Cajal. 

1)  Die  Stückchen  gelangen  frisch,  im  Dunkeln,  für  24—36—48 
Stunden,  in  eine  Lösung  von 

Kalium  bichromicum  3 Teile 

l-proz.  Osmiumsäurelösung  25  „ 

Aqu.  destillat.  100  „ 

Die  erste  Flüssigkeit  ist  nach  einigen  Stunden  zu  erneuern,  sie  kann 
aber  nochmals  als  Anfangslösung  für  weitere  Stücke  verwandt  werden. 

2)  Abspülen  — Y2  Stunde  lang  in  eine  0,25-proz.  Höllensteinlösung. 

3)  Übertragen  für  36 — 48  Stunden  in  eine  0,75-proz.  Höllenstein- 
lösung. 

4)  Auswaschen  in  40-proz.  Alkohol. 

5)  Kurzes  Entwässern  in  absolutem  Alkohol. 

6)  Schneiden  zwischen  Hollundermark,  mit  der  Hand  usw. 
Paraffin-  und  Celloidineinbettung  ist  zu  vermeiden,  Deckgläser 

dürfen  nicht  aufgelegt  werden. 

Die  übrigens  sehr  wertvolle  Methode  gelingt  nicht  immer.  Außer- 
dem färbt  sie  niemals  an  ein  und  demselben  Präparate  aUe  Teile 
gleich  schnell  und  gleich  gut. 

Die  Nervenzellen  mit  ihren  Ausläufern  und  alle  nicht  mit  einer 
Markscheide  umgebenen  Nervenfasern  färben  sich  tiefschwarz,  die 
Neurogliazelleii  mit  ihren  Ausläufern  rötlich-schwarz. 


XVII.  Eine  ausgiebigere  Schwarzfärbimg  wird  durch  die  Modi- 
fikation von  Cox  bewirkt. 

Die  kleinen  Stückchen  kommen  in  eine  Lösung  von 
Kali  bichromicum  5-proz.  20  Teile 

Sublimat,  5-proz.  20  „ 

Aqu.  destillat.  30—40  „ 

Nach  der  Lösung  und  Mischung  zuzusetzen: 

Kali  chromicum  flavum  5-proz.  10  Teile. 

Einwirkung  im  Winter  3,  im  Sommer  1 — 2 Monate.  V eitere 
Behandlung  wie  bei  Golgi. 

XVIII.  Modifikation  der  GoLGi’schen  Sublimatmethode 
von  Flechsig: 

Um  den  Zusammenhang  der  Ganglienzellenausläufer  mit  dem  in 
der  grauen  Substanz  vorhandenen  Faserfilz,  namentlich  auch  mit 


Iiiipriignatioii  der  Gaiiglieiizelleii  und  ihrer  Ausläufer. 
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dessen  niarkhaltigen  Elementen  darzustellen,  hat  Flechsig  die  fol- 
o-ende  ^Methode  angegeben.  Zu  bemerken  ist  dabei,  daß  er  das  nacJi 
dieser  Methode  zuerst  nntersuchte  Gehirn  nach  der  Härtung  m Muleek- 
scher  Flüssigkeit  1 Jahr  lang  in  l-])roz.  Sublimatlösung  gelegt  hatte. 

1)  Härtling  in  2-i)roz.  wässeriger  Lösung  von  chromsaurem  Kali, 

2)  Imprägnation  mit  Sublimat. 

3)  Schneiden.  Die  einzelnen  Schnitte  Averden  in  96-proz.  Alkohol 
übertragen. 

4)  Färben  3—8  Tage  lang,  bei  35  ° C,  in  einer  Lösung  von : 

reinem  Extrakt  von  Japan.  Rotholz  1 g 

absoluter  Alkohol  10  „ 

destilliertes  Wasser  900  „ 

gesättigte  Lösung  von  Glaubersalz  5 „ 

gesättigte  Lösung  von  Weinsteinsäure 


5)  Übertragung  jedes  einzelnen  Schnittes  in  3 ccm  einer 


bis 


1/ 

/5 


,5-proz.^Lösung  von  Kalium  hypermanganicum,  so  lange,  bis 
die  Lösung  den  bläulichen  Farbenton  verloren  hat. 

6)  Entfärben  in  einer  Lösung  von 

Acid.  oxalic.  1,0 

Kal.  sulphuros.  1,0 

Aqu.  destillat.  200, 0_ 

Wenn  die  Entiärbuug  nicht  vollkommen  ist,  von  neuem  Kali 
hypermanganic.  und  Entfärbung,  bis  jeder  gelbe  Farbenton  aus  dem 
Schnitt  geschwunden  ist. 

7)  Übertragen  der  Schnitte  in  eine  Mischung  von 

1-proz.  Goldchloridkaliumlösung  5 Tropfen 

Alkohol  absolut.  _ 20  ccm,_ 

bis  die  Sublimatniederschläge,  die  im  Schnitt  bei  auffallendem 
Licht  weißlich  aussehen,  tiefschwarz  geworden  sind,  und  die 
roten  Nervenfaserbündel  einen  bläulichen  Ton  angenommen 
haben. 

8)  Ganz  kurzes  Auswaschen  in 

5-proz.  Cyankalilösung  1 Tropfen 
Aqua  destillat.  20  ccm. 

Der  Schnitt  muß  auf  der  Lösung  schwimmen. 

9)  Entwässern  in  absolutem  Alkohol. 

10)  Aufhellen  in  reinem  Lavendelöl. 

11)  Kanadabalsam. 

Sämtliche  Nervenfasern  sind  nun  karminrot,  die  Ganglienzellen 
mit  ihren  Ausläufern  aber  tiefschwarz  gefärbt. 


XIX.  Modifikation  der  GoLGi’schen  Methode  von 
Kkonthal. 

1)  BehancQung  kleiner,  nach  keiner  Richtung  mehr  wie  8 mm 
messender  Stückchen  5 Tage  lang  in  gleichen  Teilen  einer 
gesättigten  Lösung  von  ameisensaurem  Blei  und  10-proz. 
Formol. 

2)  5 Tage  lang  in  eine  Mischung  von  gleichen  Teilen  frisch  be- 
reiteten Schwefelwasserstotfwassers  und  10-proz.  Formollösung. 

3)  Härtung  in  Alkohol  von  steigender  Konzentration,  Celloidin, 
Aufhellen  der  Schnitte  in  Karbolxylol,  Kanadabalsam  unter 
Deckglas. 
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Achseiizylinderfärbung. 


Die  Nervenzellen  und  ihre  Ausläufer,  namentlich  auch  die  Achsen- 
zylinder werden  durch  Schwefelblei  schwarz  oder  braun. 

Nach  CoENiNG  erhält  man  noch  bessere  Resultate,  wenn  man 
die  Stückchen  nicht  direkt  in  die  Bleilösung  bringt,  sondern  in  10- 
proz.  Formol  vorhärtet. 

XX.  Achsenzylinderfärbung  nach  Bielschowsky. 

1)  Fixierung  in  12-proz.  Formollösung,  mit  Brunnenwasser  her- 
gestellt. Es  ist  zweckmäßig,  die  Sektion  nicht  früher  als  24 
Stunden  post  exitum  vorzunehmen.  Die  Weiterbehandlung 
kann  sofort  oder  beliebig  später  vorgenommen  werden. 

2)  Schneiden  auf  dem  Gefriermikrotom  nicht  über  20  (U.  Werden 
die  Schnitte  nicht  sofort  weiterbehandelt,  können  sie  in  1-proz. 
Formollösung  auf  bewahrt  werden. 

3)  Imprägnation  der  Schnitte  mit  AgNOg;  Übertragen  mit  Glas- 
nadel in  eine  2-proz.  Lösung  von  Argentum  nitricum  in  Aqua 
dest.  für  12 — 24  Stunden.  (Bräunung  der  Markscheiden; 
durch  Einführung  eines  Chromsalzes  läßt  sich  in  diesem  Sta- 
dium leicht  eine  Chromsilberfärbung  der  Markscheiden  er- 
zielen.) 

4)  Die  Schnitte  werden  für  10—20  Sekunden  je  nach  Dicke  in 
eine  Ammoniaklösung  von  ca.  3 % gebracht  (der  konzentrierte 
Salmiakgeist  der  Drogenhandlungen  in  lOfacher  Verdünnung). 

5)  Übertragen  in  20-proz.  Formollösung,  welche  mit  Brunnen- 
wasser hergestellt  ist,  auf  ca.  10  Minuten.  (Ev.  noch  Zusatz 
von  einigen  Tropfen  einer  konzentrierten  Lösung  von  Lithion 
carbonicum  — 1 Tropfen  auf  10  ccm  Flüssigkeit.) 

6)  Durchziehen  durch  eine  3-proz.  Ammoniaklösung. 

7)  Übertragen  in  0,5-proz.  Lösung  von  Argentum  nitricum  in 
Aqua  dest.  auf  etwa  ^2  Minute,  bis  die  Schnitte  einen  bräun- 
lichen Farbenton  angenommen  haben.  Die  Niederschläge 
schaden  nichts,  besonders  wenn  man  die  Schnitte  mit  der 
Glasnadel  in  Bewegung  hält.  Die  Lösung  muß  nach  Be- 
handlung weniger  Schnitte  filtriert  oder  erneuert  werden. 

8)  Übertragen  in  20-proz.  Formollösung;  haben  die  Schnitte  eine 
dunkelbraune  Farbe  erlangt, 

9)  Durchziehen  durch  3-proz.  Ammoniaklösung;  die  Schnitte 
werden  braunschwarz. 

10)  Erneute  Übertragung  in  20-proz.  Formollösung  auf  einige 
Minuten,  oder  wenn  die  Farbe  bereits  eine  sehi’  dunkle  ge- 
worden ist,  in  destilliertes  Wasser. 

Für  gewisse  Gebiete,  besonders  Cortex  des  Groß-  und  Kleinhirns,  bringt 
man  die  Schnitte  zweckmäßig  nach  Prozedur  7 für  einige  Sekuudenin  3-proz. 
Ammoniak  und  dann  in  20-proz.  Formol. 

11)  Vergolden  in  schwach  saurem  Goldbade;  auf  je  10  ccm  Wasser 
verwendet  man  2 — 3 Tropfen  einer  1-proz.  Goldchloridlösung 
und  setzt  dem  Gesamtbade  2 — 3 Tropfen  Eisessig  zu.  Die 
Schnitte  bleiben  in  der  Lösung,  bis  der  braune  Ton  voll- 
kommen geschwunden  ist  und  einem  grauen  resp.  grauvioletten 
Platz  gemacht  hat.  (Außer  dieser  Mischung  kann  man  alle 
im  Kopierverfahren  der  Chlorsilberpapiere  gebräuchlichen 
Bäder  in  entsprechender  Verdünnung  verwenden.  Platinbader 
sind  weniger  zu  empfehlen.) 


Färbung  der  Markscheiden. 
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12)  Zur  Entfernung  nicht  genügend  reduzierten  Silbers  werden 
die  Schnitte  in  eine  5-proz.  Lösung  von  Fixiernatron  (Natrium- 
thiosulfat) gebracht,  welche  einen  Zusatz  von  konzentrierter 
saurer  Sulhtlaugenlösung  (NaHSOg)  erhalten  hat  (1  Tropfen 
auf  10  ccm  Flüssigkeit).  Die  käuflichen  sauren  Fixierbäder 
für  Negative  sind  in  20— 30-facher  Verdünnung  gut  ver- 
wendbar. Der  Aufenthalt  der  Schnitte  in  dieser  Lösung  darf 
nur  wenige  Sekunden  dauern. 

13)  Destilliertes  Wasser,  Spiritus  von  steigender  Konzentration, 
Alkohol  abs.,  Karbolxylol  (von  einem  Karbolgehalt  nicht  über 
10  7u),  Kanadabalsam. 


I).  Färbung  der  Markscheiden. 

I.  Die  Weigert ’s  che  Hämatoxylinfärbung  der  Mark- 
scheiden. 

1)  Härtung  in  MüLEEE’scher  Flüssigkeit  (über  Härtung  in  For- 
malin s.  unten).  (=  Primäre  Beizung.) 

2)  Nachhärtung  in  Alkohol  ohne  vorhergehendes  Auswaschen  in 
Wasser. 

3)  Celloidineinbettung. 

4)  Der  Celloidinblock  mit  dem  Präparat  24 — 48  Stunden  lang  in 
eine  zur  Hälfte  mit  Wasser  versetzte  gesättigte  Lösung  von 
Cuprum  aceticum.  (=  Sekundäre  Beizung.) 

5)  24  Stunden  in  70-proz.  Alkohol. 

6)  Schneiden. 

7)  Färben  15 — 20  Minuten  — 24  Stunden  in  einer  Lösung  von 

Hämatoxylin  1,0 

Alkohol  absolut.  10,0 

Sol.  Lith.  carbonic.  gesättigt  1 ccm 
Aqu.  destillata  60,0 

8)  Abspülen  in  reichlichen  Mengen  von  Wasser. 

9)  Teilweise  Entfärbung  in  einer  Lösung  von 

Natr.  biborac.  4,0 

Rotes  Blutlaugensalz  5,0 
Aqu.  destillat.  200,0 

Die  Zeit  der  Entfärbung  unbestimmt,  bis  die  graue  Substanz 
deutlich  gelb  erscheint. 

10)  Abspülen  in  Wasser. 

11)  Entwässern  in  absolutem  Alkohol. 

12)  Auf  hellen  in  Karbolxylol  (s.  p.  36). 

13)  Einlegen  in  Xylolkanadabalsam. 

Die  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit  gehärteten  Stücke  müssen  noch 
braun  sein,  sie  dürfen  nicht  schon  im  Alkohol  grün  geworden  sein. 
Sonst^  überträgt  man  sie  für  einige  Minuten  oder  auch  für  längere 
Zeit  in  eine  '/«"P^oz.  Chromsäurelösung,  spült  sie  dann  nur  ganz  ober- 
flächlich ab  und  bringt  sie  sofort  in  die  Farbe.  Man  kann  auch  die 
Stücke  oder  die  Schnitte  für  einige  Zeit  in  MüLLER’sche  Flüssigkeit 
zurückbringen. 

h ür  die  sekundäre  Beizung  (Nr.  4 der  obigen  Übersicht)  verwendet 
Weigert  neuerdings  eine  wässerige  Lösung  von  5 % Cuprum  aceticum 
neutrale,  2,5  Fluorchrom,  5 % Essigsäure  der  Pharmakopoea  Ger- 
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manica  mit  iiaclitolgendem  gründlichen  Auswasclien  und  vermeidet 
damit  Niederschläge.  Unter  Umständen  benutzt  er  auch  eine  Eisen- 
beize (Ferridammonium  sulfuricum  5"/„  mit  Essigsäure  5 7J. 

Auch  die  Färbeflüssigkeit  (Nr.  7 obiger  Übersicht)  hat  ^\'E1GERT 
neueidings  modiflziert.  \on  folgenden  Stammlösungen 

a)  Offlzineller  Liquor  ferri  sesquichlorati  4.0 

Destilliertes  '\\'asser  960 

b)  10-proz.  alkoholische  Hämatoxylinlösuim  100 

96-proz.  Alkohol  9o’,o 

mischt  mau  gleiche  Eaumteile  unmittelbar  vor  dem  Gebrauch,  schüttelt 
um  und  gießt  die  ganze  schwarze  Mischung  auf  die  Schnitte,  die  man 
bei  Zimmertemperatur  über  Nacht  oder  länger  in  der  Farbe  läßt 
dann  Auswaschen  in  M'asser  und  Difierenzieren  wie  oben.  ' 


An  Forniolpräparaten  gelingt  die  WEiGERx’sche  Färbung  ebenfalls 
Das  Verfahren  ist  dann  folgendes: 

1)  Härtung  in  Formol  (10-proz.)  3—4  Tage. 

2)  Flüchtiges  Auswaschen. 

3)  5 Tage  lang  in 

Doppelt  chromsaures  Kali  5 Teile  - 
Chromalauu  2 „ 

Wasser  100  „ 

Dann  Nachliärteii  in  Spiritus,  Einbetten  in  Kupfer  usw. 

Gudden  empfiehlt  zu  demselben  Zwecke  die  Schnitte  für  10  Stunden 
bei  Zimmertemperatur  in  0,55-proz.  Chromsäure  zu  bringen;  diese 
Methode  ist  sehr  zweckmäßig  und  auch  auf  Forniol-Gefrierschnitte 
anwendbar.  Auch  empfiehlt  er,  der  WEiGERx’schen  Hämatoxylinlösung 
einige  Tropfen  verdünnter  Salpetersäure  zuzusetzen. 

Die  WEiGERx’sche  Methode  gibt  sehr  klare  Bilder,  die  Mark- 
scheiden erscheinen  tief  blauschwarz  gefärbt;  degenerierte  Partien  er- 
scheinen hell,  und  zwar  um  so  mehr,  je  mehr  Nervenfasern  unterge- 
gangen sind.  Eeste  von  Marksubstanz,  die  von  zerstörten  Nervenfasern 
übrig  geblieben  sind  und  Fettkörnchenzellen  behalten  die  Färbung  oft 
auch  noch;  ebenso  rote  Blutkörperchen  und  Pigment  in  den  Ganglien- 
zellen. 

Die  Dauer  der  Färbung  in  Hämatoxylin  ist  eine  sehr  schwankende. 
Eückenmarkschnitte  färben  sich  oft  schon  in  15—30  Minuten.  Schnitte 
der  Hirnrinde  gebrauchen  bis  zu  24  Stunden,  wobei  es  oft  auch 
geraten  ist,  die  Färbeflüssigkeit  wenigstens  einen  Teil  der  Zeit  im 
Brütofen  zu  belassen.  Wenn  man  die  Schnitte  zu  früh  aus  der  Farb- 
lösung nimmt,  so  färbt  sich  nur  ein  Teil  der  Fasern,  und  es  können 
dadurch  schwere  Täuschungen  entstehen. 

Manchmal  ist  es  von  Nutzen,  die  Entfärbung  langsamer  vorzu- 
nehmen, indem  man  die  Blutlaugensalzlösung  bis  auf  V«  oder  sogar 

verdünnt.  Wenn  man  die  Präparate  in  Origanumöl  aufhellt,  so 
darf  man  sie  darin  nicht  länger  als  unumgänglich  nötig  lassen,  weil 
sonst  eine  Entfärbung  eintritt. 

Will  man  ein  Stück  auch  nach  anderen  Methoden  färben,  so 
schneidet  man  einen  Teil,  bevor  man  den  Celloidinblock  in  die  Kupfer- 
lösung bringt ; man  kannaber  auch  stattdes  ganzen  Stückes 
erst  die  einzelnen  Schnitte  mit  der  KupfeiTösung  be- 
handeln. 


Färbung  der  Markscheiden. 
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II.  Färbung  der  Alarksclieiden  nach  AVkigert,  ohne 
Differenzierung. 

Diese,  von  Weigert  angegebene  Modifikation  wird  in  folgender 
Weise  ausgefülirt : 

1)  Härtung  usw.  wie  bei  I. 

2)  Übertragen  in  eine  Aliscliung  von 

Essigsäure  Kupferlösung,  gesättigt, 
lO-proz.  Seignettesalzlösung,  ana 
24  Stunden  im  Brutofen. 

3)  Übertragen  in  eine  Mischung  von 

Essigsäure  Kupferlösung,  gesättigt, 

AVasser,  ana 

24  Stunden  im  Brutofen. 

4)  Färben  in  einer  Lösung  von 

Hämatoxylin  1,0 

Alkohol  absolut.  10,0 

Gesättigte  Lithion  carbonicum-Lösung  7 ccm 
Aqu.  destillata  90,0 

(Immer  durch  Zugießen  zu  der  alkoholischen  Hämatoxylin- 
lösung  zu  bereiten.) 

5)  Auswaschen  in  AVasser. 

6)  Aufhellen  in  einer  Mischung  von 

Anilinöl  2 Teile 

Xylol  1 Teil. 

In  diese  Mischung  können  die  Schnitte  schon  aus  90-proz.  Spiritus 
übertragen  werden. 

7)  Einlegen  in  Xylol-Kanadabalsam. 

AA’enn  das  Celloidin  zu  stark  gefärbt  ist,  so  bringt  man  die 
Schnitte  nach  der  Färbung  in  L^-proz.  Essigsäure.  AA'enn  die  Schnitte 
selbst  überfärbt  sind,  so  kann  man  auch  die  oben  angegebene  Ent- 
farbungsfiüssigkeit  aus  rotem  Blutlaugensalz  usw.  anwenden. 

Eine  weitere  brauchbare  Modifikation  der  AVEiGEEx’schen  Färbungs- 
methode ist 

III.  die  Färbung  von  Pal. 

1)  Härtung  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit  usw. 

2)  Färben  in  AVEiGERx’scher  Hämatoxylinlösung  (s.  p.  167),  24  bis 
48  Stunden  lang,  eventuell  1 Stunde  bei  Brütofentemperatui'. 

3)  Auswaschen  in  Wasser,  dem  1 — 2-proz.  Lithion  carbonicum- 
Lösung  zugesetzt  ist;  die  Schnitte  müssen  tiefblau  gefärbt  sein. 

4)  Übertragen  der  Schnitte  in  eine  0,25-proz.  Lösung  von  über- 
mangansaurem Kali  20—30  Sekunden  lang,  bis  die  graue 
Substanz  gelb  aussieht. 

5)  Übertragen  in  eine  Lösung  von 

reiner  Oxalsäure  1,0 

Kalium  sulphurosum  1,0 
destilliertem  AVasser  200,0 
für  wenige  Sekunden. 

6)  Gründliches  Auswaschen  in  AVasser. 

7)  Alkohol,  Xylol,  Kanadabalsam. 

Die  Methode  hat  den  Vorteil,  daß  die  einzelnen  Prozeduren  viel 
schneller  vorgenommen  werden  können;  sie  gibt  sehr  scharfe  Bilder 
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und  eignet  sich,  weil  alles  zwischen  den  Nervenfasern  liegende  Ge- 
webe volLstaMig  entfärbt  wird,  gut  zu  Doppelfärbungen. 

Man  fäibt  am  besten  mit  Pikrokarmin  oder  Boraxkarmin  nach. 


IV.  Modifikation  der  Weigert ’ s c h e n Färbung  von 

1)  Härtung  in  MÜLLER’scher  Flüssigkeit;  Nachhärtung  in  Alkohol. 

2)  Farben  3—5  Minuten  lang  in 

Hämatoxylin  1 0 

Wasser  (in  der  Wärme  gelöst)  loo’o 

3)  übertragen  3-5  Minuten  lang  in  gesättigte,  filtrierte  Lösung 
von  essigsaurem  Kupfer. 

4)  Schnelles  Auswaschen  in  Wasser, 

5)  übertragen  und  ümrühren  in  einer  Lösung  von 

Borax  2,0 

Rotes  Blutlaugensalz  2,5 
VAsser  300,0 

6)  Gründliches  Auswaschen  in  Wasser. 

7)  Alkohol,  Karbolxylol  (1 : 3).  Kanadabalsam. 

Anscheinend  muß  die  Hämatoxylinlösimg  frisch  sein,  wenn  die 

Methode  gelingen  soll. 


V.  Färbung  der  Markscheiden  nach  Kultschitzky. 

1)  Härtung  in  MÜLLER’scher  oder  besser  noch  in  ERLicici’scher 
Flüssigkeit  (in  letzterer  1—2  Monate,  Nachhärtung  in  Alkohol). 

2)  Färbung,  18 — 24  Stunden,  in  einer  vor  dem  jedesmaligen  Ge- 
brauch durch  Essigsäure  ganz  leicht  angesäuerten  Lösung  von 

Hämatoxylin  (mit  Alkohol  absolut,  q.  s.  gelöst)  1,0 
Gesättigte  Borsäurelösung  20,0 

Destilliertes  Wasser  80,0 

3)  Auswaschen  in  Alkohol. 

Die  Farblösung  von  Kultschitzky  ist  anfangs  gelb  gefärbt,  nach 
2 — 3 Wochen  wird  sie  gesättigt  rot  und  ist  dann  brauchbar.  Vor 
der  jedesmaligen  Anwendung  setzt  man  zu  einer  ührschale  voll  der 
Lösung  einige  Tropfen  Essigsäure. 

Es  werden  ausschließlich  die  markhaltigen  Nervenfasern  intensiv 
blau  gefärbt,  alles  Übrige  bleibt  farblos  oder  bekommt  eine  schwach 
gelbliche  Farbe.  Die  Färbung  wird  besonders  hübsch,  wenn  man  die 
Schnitte  24  Stunden  in  einer  gesättigten  Natron-  oder  Lithion  carboni- 
cum-Lösung  verweilen  läßt. 

Eine  neuere  von  Kultschitzky  angegebene  Modifikation  ist 
folgende : 

1)  Färbung  1—3  (selten  24)  Stunden  lang  in 

Hämatoxylin,  gelöst  in  absolutem  Alkohol  1,0 
2-proz.  Essigsäure  100,0 

2)  Entfärbung  (gewöhnlich  2—3  Stunden  lang)  in 

Lithion  carbonicum,  gesättigte  Lösung  100  ccm 
1-proz.  Lösung  von  rotem  Blutlaugensalz  10  „ 

3)  Gründliches  Auswaschen  in  Wasser. 

Eine  ganz  ähnliche  P'ärbung  läßt  sich  erzielen,  wenn  man  2 g 
Karmin  (oder  mehr)  in  100  g 10-proz.  Essigsäure  1 — 4 Stunden  kocht. 
In  dieser  Lösung  verbleiben  die  Schnitte  2—4  Stunden  und  kommen 
dann  direkt  in  die  vorstehend  angegebene  Entfärbungsflüssigkeit. 


Färbung  der  Markscheiden. 
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VI.  ÄI  e t li  0 d e V 0 n Exner  zurDarstellungmarkhaltiger 
Nervenfasern. 

Die  Stückchen  müssen  mögliclist  friscli  der  Leiche  entnommen 
sein,  doch  gelingt  die  Methode  auch  noch  nach  12  Stunden.  Es  werden 
aus  dem  Gehirn  oder  Eückenmark  Stückchen,  die  niclit  über  V-, 
dick  sein  dürfen,  ausgesclinitten  und  sofort  in  eine  1-proz.  Osmiiim- 
sänrelösung  übertragen,  welche  mindestens  an  Volumen  das  10-fache 
von  dem  zu  färbenden  Stückchen  betragen  muß.  Nach  2 Tagen 
wird  die  Osmiumsäure  erneuert.  Am  5.  oder  6.  Tage  werden  die 
Stückchen  in  Wasser  abgewaschen  und  entweder  direkt,  nachdem  sie 
auf  Kork  geklebt  sind,  oder  nach  vorheriger  Einbettung  geschnitten. 
Die  einzelnen  Schnitte  kommen  sofort  in  Glyzerin;  auf  dem  Objekt- 
träger wird  dem  Glj’zerin  1 Tropfen  Ammoniakwasser  (Liquor  Ammon, 
caust.  1 : 50  Aqua)  zugesetzt. 

Die  markhaltigeii  Nervenfasern  erscheinen  nach  der  Methode  von 
Exxer  grau  bis  schwarz,  die  Präparate  sind  aber  nicht  haltbar. 

VII.  Methode  von  Adamkiewicz. 

Adaükiewicz  hat  auf  die  Eigenschaft  des  Satfranins  aufmerksam 
gemacht,  die  Markscheiden  der  Nervenfasern  rot,  die  Kerne  der 
Nerven-  und  Gliazellen,  sowie  die  der  Gefäßzellen  dagegen  violett  zu 
färben.  Die  Markscheide  der  Nervenfasern  nimmt  aber  diese  Färbung 
nicht  mehr  an,  sobald  die  Nervenfaser  erkrankt  ist,  auch  schon  nicht 
mehr  im  allerersten  Stadium  der  Erkrankung.  Die  Methode  ist 
folgende : 

1)  Härtung  in  Chromsalzlösungen. 

2)  Die  Schnitte  werden  für  kurze  Zeit  in  Wasser  übertragen, 
welches  durch  Zusatz  einiger  Tropfen  Salpetersäure  eine 
schwach  saure  Eeaktion  angenommen  hat. 

3)  Färbung  in  wässeriger  tief-burgunderroter  Lösung  von  Saf- 
franin  No.  0.  Es  tritt  nicht  leicht  Überfärbung  ein. 

4)  Abwaschen  in  gewöhnlichem  Alkohol. 

5)  Übertragen  in  durch  Salpetersäure  schwach  angesäuerten  ab- 
soluten Alkohol. 

6)  Aufhellen  in  Nelkenöl  so  lange,  bis  kein  rötlicher  Farbstoff 
mehr  abgeht. 

7)  Einschluß  in  Kanadabalsam. 

Dem  oben  Gesagten  zufolge  färbt  sich  das  Nervenmark  gelbrot 
oder  rot,  die  Bindegewebskerne  werden  blauviolett. 

Die  Eesultate  der  Färbung  sind  aber  durchaus  keine  so  kon- 
stanten und  guten,  wie  A.  angibt;  eine  Verbesserung  und  Modifikation 
bietet  das  Verfahren  von  Nikiforoef : 

1)  Härtung  in  Chromsalzen. 

2)  Direkte  Nachhärtung  in  Spiritus,  ohne  vorheriges  Auswaschen 
in  Wasser. 

3)  Die  einzelnen  Schnitte  kommen  direkt  in  Alkohol. 

4)  Färbung,  24  Stunden  lang  in  konzentrierter  wässeriger  Saf- 
franinlösung  oder  in  Anilinwassersaffranin  oder  Karbolwasser 
(5-proz.)-Saffranin. 

5)  Vorsichtiges  Auswaschen  in  Alkohol  durch  Hin-  und  Her- 
bewegen, bis  die  graue  Substanz  beginnt,  sich  durch  ihre 
hellere  Färbung  von  der  Marksubstanz  abzuheben. 
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6) 

7) 

8) 


9) 

10) 

11) 


Überträgen^  in  Chlorgoldlösnng  1 : 500  so  lange,  bis  die  graue 
Substanz  einen  Stich  ins  Violette  bekommt  ^ 

Sorgfältiges  Auswaschen  in  Wasser. 

übertragen  in  Alkohol  absolut,  so  lange,  bis  die  graue  Sub- 
stanz durch  ihre  rem  violette  Farbe  sich  von  der  roten  Mark- 
snbstanz  deutlich  abhebt. 

Kurze  Zeit  in  Nelkenöl. 

Xylol. 

Kanadabalsam. 


E.  Gliafiirbungen. 

Hier  steht  oben  an  die  spezifische 

I.  Fä.rbung  der  Glia  von  WEIGERT. 

1)  Fixierung  und  Beizung  der  V2  cm  hohen  Stücke  min- 
destens 8 Tage  lang  in  einer  durch  Auf  kochen  hergestellten 
Lösung  von 

Chromalaim  2,5  Teile 

Wasser  100  „ 

der  noch  heißen  Lösung  werden  nach  Ausdrehen  der  Flamme 
zugesetzt 

Gewöhnliche  Essigsäure  5 Teile 

feingepulvertes  neutrales  essigsaures 

Kupferoxyd  (stark  umrühren!)  5 „ 

Nach  dem  Erkalten  werden  der  Flüssigkeit  zugesetzt 
Formol  10  Teile 

2)  Abspülen  mit  Wasser,  Alkohol,  Celloidin. 

3)  E e d u k t i 0 n.  Man  bringt  die  Schnitte  zunächst  für  etwa  10 
Minuten  in  eine  ^/3-proz.  Lösung  von  Kali  hypermanganicum. 
wäscht  sie  nach  Abgießen  dieser  Lösung  vorsichtig  mit  Wasser 
ab,  gießt  auch  dieses  Wasser  ab  und  bringt  die  Schnitte  für 
2 — 4 Stunden  in  die  filtrierte  Eediiktionsflüssigkeit  von 

Chromogen  (Höchster  Farbwerke)  5 Proz. 

Ameisensäure  5 „ 

Wasser  100  „ 

Zu  je  90  ccm  dieser  Flüssigkeit  werden  vor  dem  jedesmaligen 
Gebrauch  10  ccm  einer  10-proz.  Lösung  von  Natriumsulphit  (einfach 
schwefelsaures  Natron)  zugesetzt. 

In  dieser  Flüssigkeit  werden  schon  nach  10  Minuten  die  durch 
das  übermangansaure  Kali  gebräunten  Schnitte  entfärbt. 

4)  Färbung,  kurze  Zeit  auf  dem  Objektträger,  in  einer  heiß- 
gesättigten alkoholischen  (70— 80-proz.  Alkohol)  Lösung  von 
Methylviolett,  die  beim  Erkalten  vom  Bodensatz  abgegossen 
worden  ist.  Auf  je  -100  ccm  setzt  man  dieser  Lösung  je  5 ccm 
einer  wässerigen  5proz.  Oxalsäurelösung  zu. 

5)  Übertragen,  ebenfalls  auf  dem  Objektträger,  in  Jodjodkalium- 
lösung = gesättigte  Lösung  von  Jod  in  5-proz.  Jodkalium- 
lösung. 

6)  Entfärben  in  einem  Gemisch  von  Anilinöl  und  Xylol  zu 
gleichen  Eaumteilen. 

7)  Vollständiges,  sorgfältiges  Entfernen  des  Anilinöl-Xjdols 
durch  Xylol. 

8)  Kanadabalsam. 


Gliafärbungeu. 
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Die  Präparate  bleiben  zimäclist  2 — 5 Tage  in  diffusem  Tagesliclit 
liegen.  Will  man  die  Präi)arate  auch  noch  nach  anderen  Methoben 
behandeln,  so  trennt  man  die  Fixierung  von  der  l^eizung,  indem  man 
die  Stückchen  zunächst  in  10-proz.  Formol  fixiert  und  dann  in  die 
oben  sub  1)  angegebene  Beize  ohne  Zusatz  von  Formol  bringt. 

Kann  man  die  Färbung  der  Schnitte  nicht  gleich  nach  der  Ke- 
duktion  vornehmen,  so  bringt  man  sie  in  eine  Mischung  von  80-proz. 
Alkohol  90  ccm  und  5-proz.  Oxalsäurelösung  10  ccm. 

In  M'asser  oder  reinem  Alkohol  verlieren  die  Schnitte  sehr  bald 
ihre  Färbbarkeit. 

Nach  dieser  Methode  färben  sich  die  Neurogliafasern  blau,  das 
Bindegewebe  bleibt  farblos.  AVenn  es  aber,  wie  gewöhnlich,  auf  eine 
Farblosigkeit  des  Bindegewebes  nicht  ankommt,  so  bringt  man  besser 
die  Schnitte  nach  Abgießen  der  Eeduktionsflüssigkeit  und  nach  zwei- 
maligem Aufgießen  von  AVasser  in  eine  einfache,  nicht  mit  Säure  ver- 
setzte, 5-proz.  wässerige  sorgfältig  filtrierte  Chromogenlösung 
und  läßt  die  Schnitte  hierin  über  Nacht. 

Das  kollagene  Gewebe  wird  zwar  auf  diese  AA^eise  blau,  mit  einem 
Stich  ins  Violette,  aber  anderseits  werden  die  Neurogliafasern  viel 
dunkler,  so  daß  auch  die  feinsten  hervortreten,  und  außerdem  nehmen, 
was  ebenfalls  von  Vorteil  ist,  die  Ganglienzellen,  die  Ependymzellen 
und  die  größeren  Achsenzylinder  einen  gelblichen  Ton  an. 

Eine  im  Prinzip  ganz  ähnliche  Färbungsmethode  kann  man  noch 
für  viele  andere  Gewebselemente  anwenden:  Gallenkapillaren,  cuticu- 
lare  Substanzen  an  den  Nierenepithelien  und  sonstigen  Epithelzellen, 
Milzstrukturen,  doppelt  lichtbrechende  Substanz  der  quergestreiften 
Muskeln  usw. 

II.  Neurogliafärbung  nach  Benda. 

A.  Härtung. 

1)  2 Tage  oder  länger  ‘in  90 — 93-proz.  Alkohol. 

2)  Höchstens  0,5  cm  dicke  Scheiben  für  24  Stunden  in  verdünnte 
offizineile  Salpetersäure  (1  : 10);  ev.  einmal  erneuert, 

3)  24  Stunden  in  Sol.  kal.  bichromic.  2 : 100. 

4)  48  Stunden  in  Sol.  acidi  chromic.  1 : 100. 

5)  Wässern  (24  Stunden  in  mehrmals  erneuertem  Wasser),  Härten 
in  steigendem  Alkohol,  Paraffineinbettung  unter  A^ermeiduug 
zu  langer  starker  Erwärmung. 

B.  Färbung  der  aufgeklebten  und  von  Paraffin  befreiten  Schnitte. 

6)  Beizen  24  Stunden  in  4-proz.  Eisenalaimlösung  oder  ver- 
dünntem Liqu.  ferri  sulfuric.  oxyd.  (1  : 2). 

7)  Abspülen  in  fließendem  Wasser. 

8)  24  Stunden  in  dünner  bernsteingelber,  wässeriger  Lösung  von 
sulfalizarinsprem  Natrium  (Marke  Kahlbaum). 

9)  Eintauchen  in  Wasser,  Ab  tupfen  mit  Pließpapier. 

10)  Färbung  in  0,l-i)roz.  wässeriger  Lösung  von  Toluidinblau,  Er- 
wärmen bis  Dämpfe  aufsteigen,  dann  etwa  15  Minuten  in 
der  erkaltenden  Lösung  oder  1—24  Stunden  in  kalter  Toluidin- 
blaulösung. 

1-proz.  Essigsäure  oder  stark  verdünnte 

Pikrinsäure. 

12)  Abtrocknen  mit  Pließpapier,  Eintauchen  in  Alkohol  absolutus. 
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13)  Differenzieren  in  Buchenliolzkreosot  etwa  10  Minuten  unter 
Kontrolle  des  Mikroskops. 

14)  Abtrocknen  mit  Fließpapier,  mehrmaliges  Überspülen  mit 
Xylol,  Balscun. 

Glia  blau,  Bindegewebe  und  Achsenzylinder  rot, 

III.  Färbung  der  Gliafasern  nach  Mallory. 

Die  Methode  von  Mallory  ist  ebenfalls,  wie  das  Verfahren  von 
Weigert  selbst,  dem  WEiGEiix’schen  Fibrinfärbungsverfahren  nach- 
gebildet. Ursprünglich  wurde  nach  Mallory’s  Vorschrift  in  einer 
Mischung  von  Pikrinsäure  und  Formalin  gehärtet.  Jetzt  empfiehlt 
der  Autor  nach  brieflicher  Mitteilung  folgende  Methode,  die  nament- 
lich pathologisch  gewucherte  Glia  gut  zur  Darstellung  bringt. 

1)  Härtung,  4 Tage  lang,  der  kleinen  Stückchen  in  10-proz, 
Lösung  von  Formalin. 

2)  Übertragen,  4 Tage  lang,  in  gesättigte  wässerige  Pikrinsäure- 
lösung. 

3)  Übertragen  für  4 — 7 Tage  in  5-proz.  Lösung  von  doppelt- 
chronisaurem  Ammonium. 

4)  Alkohol. 

5)  Celloidin. 

6)  Färbung  nach  Weigert’s  Fibrinmethode  (s.  p.  133),  wobei 
Anilinöl  und  Xylol  zu  gleichen  Teilen  anzuwenden  sind. 

7)  Xylol. 

8)  Balsam. 

Als  beste  Konstrastfärbung  empfiehlt  sich  Beimengung  von  etwas 
Fuchsin  zu  dem  Anilinöl-Xylol. 

IV.  Erwähnt  sei  noch  die  Modifikation  der  WEiGERi’schen  Fibrin- 
färbung von  Beneke  (s.  p.  135). 

V.  Kultschitzky  hat  folgende  Methode  angegeben: 

1)  Härtung  2 — 3 Monate  lang,  im  Dunkeln,  in  einer  gesättigten 
Lösung  von  Kupfersiilphat  und  doppelt  chromsaurem  Kali  in 
50-proz.  Alkohol,  dem  ^o-proz.  Essigsäure  zugesetzt  ist,  dann 
Übertragen  in  96-proz.  Spiritus,  ebenfalls  im  Dunkeln. 

2)  Färben  Vo  Stunde  lang  oder  länger  in 

Kubin,  patentsaures  0,25  Teile 

Essigsäure  2-proz.  | 

Pikrinsäurelösung,  gesättigte  je  100  Teile. 

Alkohol  95-proz.  ] 

3)  Auswaschen  in  96-proz.  Spiritus,  absoluter  Alkohol,  Auf  hellen, 
Kanadabalsam, 

VI.  Gliafärbung  nach  Yamagiwa. 

Kleine  Stückchen  werden  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit  gehärtet, 
und  ohne  Auswaschen  in  Wasser  mehrere  Tage  bis  eine  Woche  lang 
in  täglich  zu  erneuerndem  absolutem  Alkohol  nachgehärtet.  Die 
Celloidinschnitte  werden  in  gesättigter  oder  alkoholischer  Eosinlösung 
12  Stunden  gefärbt  und  dann  nach  einer  Modifikation  der  Achsen- 
zylinderfärbung von  Stroebe  (s.  p.  160)  weiter  behandelt : Färben 
4 — 6 Stunden  in  Anilinblaulösung  — Difterenzieren  in  alkalischem 
Alkohol  — Auswaschen  in  destilliertem  Wasser  — Ausziehen  des 
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überscliüssigen  Anilinblau  in  verdünntem  Alkohol  — Entwässern  in 
absolutem  Alkohol  — Origanumöl  — Balsam. 

Achsenzylinder  tiefblau  — Bindegewebsfasern  hellblau  bis  grün- 
lich — Gliazellen  schwach  violett  — Gliafasern  rot, 

VII.  Gl ia  für  billig  nach  ANGLADE-MouEn. 

Diese  neue  Methode  gibt  sehr  schöne  und  klare  Bilder  (Sociöte 
de  Neurol.  de  Paris  7.  II.  1901). 

1)  Härtung  der  Objekte  in  folgender  Mischung: 

Fol’sche  Flüssigkeit  (s.  p.  57)  37  Teile 

Snblimatlösung  7%  17  Teile. 

48  Stunden  lang  bei  37  ° im  Autoklaven.  Auswaschen,  und 
Entwässern  in  Alkohol. 

2)  Einschluß  der  Präparate  nach  24  ständigem  Verweilen  in 
Aceton  in  Paraffin  (3  Stunden). 

3)  Färbung.  Die  feinen  Schnitte  werden  in  einer  warmen  satu- 
rierten wässerigen  Lösung  von  Grübler’s  Viktoriablau  so  lange 
erwärmt,  bis  Dämpfe  entweichen ; dann  Abspülen  in  Gram’scher 
Lösung  (Jod  1,0;  Jodkali  2,0,  Wasser  300,0). 

4)  Entfärben  in  einer  Mischung  von 

Xylol  17  Teile 

Anilinöl  27  Teile. 

5)  Einschluß  der  Präparate  in  Kanadabalsam  oder  noch  besser 
in  Bernsteinflrnis. 

VIII.  In  allen  Fällen,  wo  es  nicht  auf  eine  vollständig  elektive 
Färbung  der  Glia  ankommt,  leistet  die  einfache  Achsenzylinderfärbung 
von  Mallory  (s.  p.  159)  Vorzügliches.  Sie  ist  namentlich  sehr  gut 
geeignet,  um  den  typischen  Bau  in  Gliomen  hervortreten  zu  lassen. 
Auch  die  van  GiEsoN’sche  Färbung  färbt  manche  pathologische  Glia- 
wucherungen, z.  B.  bei  multipler  Sklerose,  ausgezeichnet. 

Periphere  Nerven  und  Ganglien 

werden  im  allgemeinen  gleich  behandelt  wie  das  zentrale 
Nervensystem.  Zupfpräparate  geben  oft  gute  Bilder. 

Zur  Darstellung  von  marklosen  Nervenfasern  und  von  Nerven- 
ursprüngen  in  Muskelstäckchen  hat  Mays  folgendes  Verfahren  an- 
gegeben : 

1)  Die  betreffenden  Organ  Stückchen  läßt  man  in  5-proz.  Arsen- 
säure vollkommen  aufquellen. 

2)  Übertragen  20  Minuten  lang  in  eine  Mischung  von 

1- proz.  Goldchloridkaliumlösung  4,0 

2- proz.  Osmiumsäure,  1,0 

0,5-proz.  Arsensäure  20,0 

3)  Abspülen  mit  Wasser. 

4)  Übertragung  in  eine  1-proz.  Arsensäurelösung,  und  in  dieser 
bei  45  ® auf  dem  Wasserbad  bis  3 Stunden  lang  der  Sonne 
exponiert. 

5)  Aiifhellen  in  einer  Miscliung  von 

Glyzerin  40,0 

Wasser  20,0 

25-proz.  Salpetersäure  1,0 

1 ielfache  Anwendung  hat  in  neuerer  Zeit  zur  Darstellung  der 
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peripheren  Elemente  gefunden  die  zuerst  von  Ehrlich  benutzte  und 
später  von  den  verschiedensten  Untersucherii  modifizierte 


Methode  der  Methyleiiblauiiijektioii. 

In  die  Blutgefäße  derjenigen  Organe,  in  welchen  man  die  Nerven- 
el einen te  färben  will,  injiziert  man  sofort  oder  ivenigstens  bald  nach 
dem  Tode  eine  vorher  filtrierte  Vs-pi'oz.  Lösung  von  Methylen- 
blau (am  besten  „rektifiziertes  Methylenblau  zur  vitalen  Injektion“ 
von  Dr.  Grübler,  Leipzig)  in  physiologischer  Kochsalzlösung.  Man 
kann  die  Injektion  intravenös,  subkutan  oder  in  eine  Körperhölile 
machen.  Für  manche  Fälle  kann  man  auch  Methylenblau  in  Sub- 
stanz einführen  oder  frische  Organstücke  in  die  Lösung  einlegen,  in- 
dem man  die  noch  lebenswarmen  Stücke  von  Organen,  die  dem  Tier 
entnommen,  in  eine  dünne  Methylenblaulösung  (Vio  — Vs  Proz.) 
einlegt.  Am  meisten  empfiehlt  Lawdowsky  als  Lösungsmittel  filtriertes 
Hühnereiweiß,  dem  eine  gleiche  Menge  von  0,25-proz.  Chlorammonium- 
lösung beigemengt  wird. 

In  membranösen  Objekten  kann  man  die  Nerven  auch  durch  Aus- 
breiten der  Membran  auf  dem  Objektträger  und  Auftropfen  einer 
Vi5 — V-20-proz.  Methjdenblaulösung  in  physiologischer  Kochsalzlösung 
färben.  Man  beobachtet  die  Tinktion  der  Nerven,  die  nach  20 — 30 
Minuten  beginnt,  unter  dem  Mikroskop. 

An  der  lebenden  Froschzunge,  die  man  herausschlägt  und  an 
einem  Korkringe  auf  einer  Glasplatte  befestigt,  kann  man  nach 
Arnold  die  feinsten  Endausbreitungen  durch  Aufstäuben  von  Methylen- 
blau in  Substanz  färben. 

Das  mit  Methylenblau  behandelte  Organ  wird  dem  Einflüsse  der 
Luft  ausgesetzt,  bis  das  Leukoprodukt  durch  Oxydation  wieder  gebläut 
ist,  worüber  man  sich  durch  frische  Zupfpräparate  Gewißheit  ver- 
schaffen kann. 

Ist  die  Nervenfärbung  eingetreten,  so  nimmt  man  die  Fixierung 
nach  einer  der  folgenden  Methoden  vor. 

A.  2—24  Stunden  in  eventuell  mehrmals  gewechselte,  bei  Zimmer- 
temperatur gesättigte  wässerige  Lösung  von  pikrinsaurem  Ammonium, 
der  zur  Verhütung  von  Schimmelbildung  Kampferstückchen  beige- 
geben werden  können.  Untersuchung  auf  dem  Objektträger  nach 
Einschluß  in  ein  Gemisch  der  Fixierungsflüssigkeit  und  Glyzerin  zu 
gleichen  Teilen;  bis  zu  der  völligen  Aufhellung  vergehen  2—4  Tage. 

Kleine  Organstücke,  die  zerzupft  werden  sollen,  können  in 
pikrinsaures  Ammoniak,  gesättigte  wässerige  Lösung,  100  ccm 
1-proz.  Osmiumsäure  1 2 „ 

fixiert  und  in  Pikrokarmin  nachgefärbt  werden. 

Schnitte  werden  entweder  zwischen  Amyloidleber,  Hollundermark 
usw.  (s.  p.  30)  oder  mit  dem  Gefriermikrotom  angefertigt. 

' Gute  Schnitte  erhält  man  auch,  wenn  man  die  Gewebssuicke  aus 
dem  Pikrinsäuren  Ammoniak  für  einige  Tage  in  10-proz.  hoimalm- 
lösung  bringt. 

B.  Fixierung  mit  molybdänsaurem  Ammonium  nach  Sethe.  Die 
Stücke  kommen  2—5  Stunden  lang  in  eine  auf  0 ° bis  — 2 abge- 
kühlte Lösung  von 
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Animoniummolybdat  1,0 

Aqu.  destillat.  10  ccm 

Wasserstoffsuperoxyd  1 ccm 

Acid.  hydroclilor.  officin.  1 Tropfen. 

Der  beim  Zusatz  der  Salzsäure  sich  bildende  Niederschlag  löst 

sich  beim  Schütteln  wieder.  Ist  Methylenblau  injiziert  Avorden,  so 
kommt  das  Objekt  direkt  in  die  Fixierungsflüssigkeit;  ist  dasselbe  in 
Meth3’lenblau  eingelegt  Avorden,  so  Avird  vorher  in  0,6  NaCl-Lösung 
abgespült. 

Nach  der  Fixierung  AusAvaschen  in  Wasser,  Entwässern  in  Al- 
kohol, Übertragen  in  Xylol,  direktes  Schneiden  oder  Einbetten  in 
Paraffin,  wobei  der  Alkohol  sehr  sorgfältig  entfernt  werden  muß.  Nach- 
färbung in  Alaunkarmin  möglich. 

Ramon  y Cajal  empfiehlt  nach  der  Fixierung  in  Bethe’s  Flüssig- 
keit ohne  Wasserstoffsuperoxyd  Auswaschen  in  Wasser,  Übertragen 
in  eine  Lösung  von:  Formol  40  ccm,  Wasser  60  ccm,  Platinchlorür 
1-proz.  5 ccm.  Diese  Flüssigkeit  härtet  nicht  nur,  sondeim  das  Platin- 
salz erhöht  auch  die  Unlöslichkeit  der  Verbindung  des  Molybdän  mit 
dem  Methylenblau.  Danach  Auswaschen,  Übertragen  für  einige 
Minuten  in  Vs-proz.  alkoholische  Lösung  von  Platinchlorür,  Einschluß 
in  Paraffin.  Auch  später  wird,  nach  dem  Schneiden,  dem  Alkohol, 
in  den  die  Schnitte  kommen,  ^s-pi’oz-  Platinchlorür  zugesetzt. 

Bei  subkutaner  Injektion  großer  Mengen  von  Methylenblau,  z.  B. 
40  ccm  einer  1-proz.  Lösung  beim  Kaninchen,  färben  sich  auch  die 
Elemente  des  Zentralnervensystems.  Meyee  empfiehlt,  da  es  für  die 
Färbung  des  Zentralnervensystems  hauptsächlich  auf  die  Menge  des 
injizierten  Methylenblaus  ankommt,  in  Pausen  von  V4  Stunde  je  2 ccm 
einer  bei  Körpertemperatur  gesättigten  wässerigen  Lösung  von  Me- 
thylenblau BX  zu  injizieren.  Nach  der  3.- — 6.  Injektion  stirbt  das 
Tier.  Dann  legt  man  die  Stücke  für  24  Stunden  ein  in  eine  auf  0® 
abgekühlte  Lösung  von:  Ammoniummolybdat  10  g;  Wasser  100; 
officinelle  Salzsäure  10  Tr.  Danach  2 Stunden  lang  Auswaschen  in 
Wasser,  dann  Alkohol  von  steigender  Konzentration  für  je  1 Stunde, 
dann  mehrmals  zu  wechselnder  absoluter  Alkohol  bis  zum  folgenden 
Tage  (auf  Eis)  — Xylol — Paraffin.  Die  Färbung  erfolgt  symmetrisch, 
wie  bei  der  GoLui-Färbung  mit  Auswahl,  aber  ohne  Färbung  der  Glia. 


C.  Neuere  Methoden  von  Bethe  bezwecken,  die  Fixierung  bei 
Zimmertemperatur  vornehmen  zu  können.  Die  Präparate  kommen 
für  10—15  Min.  in  eine  gesättigte  wässerige  Lösung  von  pikrinsaurem 
Ammonium  und  dann  in  eine  der  folgenden  Lösungen: 


I.  Molybdänsaures  Ammonium  1,0 

Aqua  dest.  20,0 

Acid.  hydrochlor.  offic.  I Tropfen. 

II.  Molybdänsaures  Ammonium  1,0 

Aqua  dest.  10  0 

h2-proz.  Osmiumsäurelösung  lo’o 

Acid.  hydrochlor.  offic.  l’  Tropfen. 

III.  Phosphormolybdänsaures  Natron  1,0 

Aqua  dest.  10  0 

2-proz.  Chromsäurelösung  lo’o 

Acid.  hydrochloric.  offic.  l’  Tropfen. 

IV.  Molybdänsaures  Ammonium  1 0 

Aqua  dest.  io,'o 
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2-proz.  Chromsäurelösung 
Acid.  hydrochloric.  offic. 


10,0 


1 Tropfen. 


V.  Phosphormolybdänsaures  Natron 
Aqua  dest. 

Acid.  hydrochloric.  offic. 


1,0 

20,0 

1 Tropfen. 


VI.  Phosphormolybdänsaures  Natron 
Aqua  dest. 

V2-proz.  Osmiumsäurelösung 
Acid.  hydrochloric.  offic. 


1,0 

10,0 

10,0 


1 Tropfen. 


Die  Gemische  I,  IV  sowie  II  und  V wendet  Bethe  für  dicke 
Objekte,  welche  in  toto  untersucht  werden  sollen,  an.  Mischung  III 
und  VI  eignen  sich  für  dünne  Präparate,  oder  solche,  die  später  in 
Schnitte  zerlegt  werden  sollen;  in  letzteren  Gemischen  fixiert  man 
4 — 12  Stunden,  dann  Answaschen,  Entwässern,  Paraffineinbettung. 

D.  Bedeutend  vereinfacht  ist  das  Verfahren  von  Dogiel.  Fixierung 
in  frischer,  event.  filtrierter,  5 — 8-proz.  Lösung  von  Ammonium- 
molybdat,  je  nach  Dicke  der  Stücke  16 — 24  Stunden,  Schnitte  % bis 
2 Stunden.  Gründliches  Auswaschen  in  gewechseltem  destilliertem 
Wasser  ('/a — 3 Stunden j.  Übertragen  in  absoluten  Alkohol  (möglichst 
kurz).  Nun  entweder  direkt  Xylol,  Kanadabalsam  oder  rasche  Cel- 
loidineinbettung.  Die  Schnitte  kommen  mit  Alaunkarmin  gefärbt  oder 
ungefärbt  in  Alkohol  absolutus,  Xylol,  Balsam. 

üegeiierative  Vorgänge  am  peripheren  Nervensystem  weist  man 
durch  Härtung  in  FLEMMiNG’scher  oder  MAUCHi’scher  Lösung  nach, 
durch  welche  die  degenerierten  Teile  der  Marksubstanz  schwarz  ge- 
färbt werden. 

Zum  Nachweis  degenerativer  Veränderungen  am  Achsenzylinder 
empfiehlt  Obeesteineb  in  neuester  Zeit  wieder  das  von  Platner  an- 
gegebene Eisenchlorid -Dinitroresorcinverfahren.  Das- 
selbe besteht  in  folgendem; 

1)  Härtung  der  Nervenstämmchen  1 bis  mehrere  Tage  lang  in 
einer  Lösung  von 

Liquor  ferri  sesquichlorat.  1,0 
Aqua  destillat.  4,0 

' 2)  Auswaschen  in  Wasser,  bis  dieses  keine  Reaktion  mit  Rhodan- 

kalium mehr  gibt. 

3)  Übertragen  der  Stückchen  in  eine  Lösung  von  Dinitroresorcin 
in  75-proz.  Spiritus  im  Überschuß,  bis  mehrere  Wochen  lang, 
je  nach  der  Größe  des  Stückes. 

4)  Entwässern,  Einbettung,  Schneiden. 

Durch  die  Verbindung  des  Eisens  mit  dem  Dinitroresorcin  nimmt 
der  Achsenzylinder  eine  smaragdgrüne  Farbe  an.  Es  treten  daher 
Veränderungen  an  ihm  sehr  deutlich  hervor.  ^ 

Die  Färbung  gelingt  auch  an  Präparaten,  die  in  Flemming  schem 
Gemisch  oder  in  MüuLER’scher  Flüssigkeit  gehärtet  sind. 


die  Härtung  und  Pixierung  voiienaer,  auer  cm 
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in  der  Formollösung  schadet  nichts.  Für  die  Härtung  der  Linse  ist 
Forinalin  weniger  empfehlenswert.  Die  Aufbewahrung  in  Müllebt 
scher  Flüssigkeit  ist  sehr  lauge  möglich. 

Bevor  das  Auge  der  Einbettung  unterworfen  wird,  muß  es  zer- 
schnitten werden.  Am  besten  bekommt  man  alle  wichtigen  Teile 
(Papille,  macula  lutea)  auf  den  Schnitt,  wenn  man  nicht  einfach 
halbiert,  sondern  durch  2 horizontale  Schnitte  3 Teile  herstellt,  deren 
mittlerer  dann  die  wichtigsten  Teile  enthält.  Wegen  der  Härte  der 
Linse  drückt  man  am  besten  die  Cornea  fest  auf  eine  Unterlage  auf 
und  beginnt  am  hinteren  Umfange  zu  schneiden.  Man  kann  auch 
das  Auge  durch  einen  Äquatorialschnitt  in  eine  vordere  und  eine 
hintere  Hälfte  zerlegen.  Für  besondere  Fälle,  z.  B.  bei  Tumoren 
muß  die  Schnittrichtung  dem  einzelnen  Falle  angepaßt  werden. 

Sollen  Teile  des  Bulbus  genauer  untersucht  und  dabei  die  gegen- 
seitigen Lagerungsverhältnisse  der  einzelnen  Teile  möglichst  erhalten 
werden,  so  ist  Einbettung  in  Celloidin  notwendig.  Unter  Umständen 
kann  hier  eine  vorherige  Färbung  des  Stücks  mit  Bismarckbraun 
(p.  49)  oder  BEALE’schem  Karmin  (p.  49)  ratsam  sein,  damit  die  ein- 
zelnen Schnitte  möglichst  wenig  mechanischen  Insulten,  welche  den 
Zusammenhang  lockern,  ausgesetzt  sind.  Für  feinere  Schnitte  kann 
man  auch  Parafflneinbettung  anwenden. 

Zur  Untersuchung  an  frischem  Material  bedient  man  sich  der 
Isolationsmethoden  (p.  6).  Zur  Kernfärbung  dienen  Hämatoxylin 
und  Alaunkarrain.  Die  Eetina  und  der  N.  opticus  werden  mit  den 
Methoden,  die  für  das  Zentralnervensystem  angegeben  sind,  behandelt. 
Für  die  Retina  sind  neben  den  Achsenzylinder-  und  Markscheiden- 
färbungen auch  die  Methode  von  Golgi  und  die  der  Methylenblau- 
färbung, letztere  mit  der  für  Membranen  angegebenen  Modifikation 
(p.  176)  zu  empfehlen.  Zur  vergleichenden  Untersuchung  der  belich- 
teten und  unbelichteten  Netzhaut  hat  sich  Biknbacher  (v.  Graeee’s 
Archiv  Bd.  XL.  1894)  mit  Vorteil  der  Methode  von  Biondi-Heiden- 
HAiN  (s.  p.  50j  bedient.  In  der  belichteten  Eetina  werden  die  Zapfen 
grün,  in  der  unbelichteten  gelb.  In  manchen  Fällen  sind  Doppel- 
färbungen sehr  zu  empfehlen. 

Das  Pigment  der  Chorioidea  wird  durch  Einlegen  in  Wasserstoff- 
superoxyd gebleicht,  im  Dunkeln  langsam  und  schonend,  im  Hellen 
schneller  (2—3  Tage).  Für  die  Untersuchung  der  Cornea  kann  man 
die  Goldmethode  von  Cohnheim  anwenden.  Die  dem  eben  getöteten 
Tiere  entnommene  Cornea  wird  für  5 Minuten  in  frisch  ausgepreßteu 
und  filtrierten  Zitronensaft,  dann  auf  20  Minuten  in  1-proz.  Goldlösung 
übertragen  und  schließlich  unter  dem  Einfiuß  des  Lichts  3 — 4 Tage 
lang  in  Wasser,  welches  durch  Essigsäure  ganz  leicht  angesäuert  ist, 
gehalten.  Geschnitten  wird  in  Alkohol. 

Zur  Isolierung  der  Elemente  der  Kristalllinse  empfiehlt  Gebhardt 
Härtung  des  ganzen  Bulbus  2 Tage  lang  in  4— 10-proz.  Formalin; 
dann  Übertragen  für  einige  Stunden  in  50— 60-proz.  Alkohol,  Heraus- 
nahme und  Sprengung  der  Linse,  Zerzupfen  in  Wasser  oder  Glyzerin, 
wobei  sich  die  Fasern  ihrer  ganzen  Länge  nach  isolieren  lassen. 


Gehörorgan. 

Die  Gewebe  des  Mittelohrs  und  des  inneren  Olirs  werden  in 
MuLLER’scher  Flüssigkeit  oder  Formalin  gehärtet;  beim  äußeren  Ohr 
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kann  auch  Alkohol  benutzt  werden.  Ist  zum  Schneiden  der  zu  unter- 
suchenden  Stellen  eine  Entkalkung  des  angrenzenden  Knochen gewebes 
nötig,  so  ist  dieselbe  erst  nach  erfolgter  Härtung  vorzunehmen. 

Kiioclieiisystein. 

Knochen  und  Gelenke  werden  in  MÜLLER’scher  Flüssigkeit  oder 
in  Kormalin  gehärtet;  die  Härtung  in  Alkohol  liefert  nicht  so  schöne 
Piäpai'ate.  Ist  eine  Entkalkung  nötig,  so  darf  dieselbe  erst  nach 
vollendeter  Härtung  vorgenommen  werden.  Die  in  MüLLEidscher 
Flüssigkeit  gehärteten  Präparate  werden  zunächst  gründlich  ausge- 
wässert, einige  Tage  in  Alkohol  gelegt  und  dann  erst  entkalkt.  Die 
Entkalkungsmethoden  siehe  p.  16. 

Zur  Einbettung  empfiehlt  sich  vor  allem  Celloidin,  da  die  bei 
Paraffineinbettung  nötige  Erwärmung  gerade  für  den  Knochen  manche 
Nachteile  mit  sich  bringt. 

Färbung  mit  Hämatoxylin;  in  vielen  Fällen  ist  die  Doppelfärbung 
mit  Hämatoxylin  und  neutralem  Karmin  oder  auch  Eosin  zu  empfehlen, 
dieselbe  gibt  sehr  schöne  Präparate  und  übersichtliche  Bilder,  weil 
das  neutrale  Karmin  den  entkalkten  Knochen,  sowie  osteoides,  noch 
nicht  verkalktes  Gewebe  rot  färbt.  Es  ist  aber,  wenn  diese  Keaktion 
eintreten  soll,  ganz  besonders  darauf  zu  achten,  daß  die  in  Häma- 
toxylin gefärbten  Schnitte,  nachdem  sie  ausgewaschen  sind,  noch  12  bis 
24  Stunden  in  Wasser  liegen  bleiben,  bevor  sie  in  die  Karminlösung 
kommen. 

Die  Grundsubstanz  des  verkalkten  Knorpels,  dessen  Kalksalze 
ausgezogen  sind,  färbt  sich  mit  Hämatoxylin  meist  intensiv  blauviolett. 

Unverkalkter  Knorpel  ist  in  seinem  Verhalten  gegen  neutrales 
Karmin  und  Hämatoxylin  inkonstant,  doch  kann  man  sagen,  daß 
ruhender  Knorpel  sich  im  allgemeinen  besser  mit  Karmin,  wuchernder 
und  hypertrophischer  Knorpel  dagegen  intensiver  mit  Hämatoxylin  färbt. 

Auch  VAN  GiEsoN’sche  Färbung  gibt  sehr  instruktive  Bilder. 

Eöthig  empfiehlt  zur  Färbung  des  Knorpels  das  Kresofuchsin. 
Die  alkoholische  Lösung  dieses  Farbstoffes  färbt  das  elastische  Gewebe 
tiefblau,  dagegen  Knorpel,  Schleim  und  Hornsubstanz  rötlich,  die 
wmsserige  Lösung  läßt  die  elastischen  Fasern  ungefärbt,  Knorpel, 
Schleim,  Knochen  und  Kerne  werden  tiefrot. 

Die  spezielle  Vorschrift  ist  folgende: 

40  ccm  einer  Stammlösung  von  Kresofuchsin  0,5  g — Alkohol 
(95-proz.)  100  g — Salzsäure  3 g werden  gemischt  mit 

Alkohol  (95-proz.)  40  ccm 

konzentrierte  wässerige  Pikrinsäurelösung  mit 

2 Teilen  Wasser  verdünnt  32  Tropfen. 

Färben  der  beliebig  gehärteten  Schnitte  2 Stunden  lang  oder 
länger,  Auswaschen  in  95-proz.  Alkohol  — Übertragen  für  kurze  Zeit 
in  absoluten  Alkohol  — Xylol-Kanadabalsam.  Grundierung  am  besten 
mit  Orange  G.  Kernfärbung  mit  Lithionkarmin. 

Die  Zellen  des  Knochenmarks  treten  namentlich  bei  Doppelfärbung 
mit  Hämatoxylin  und  Eosin  sehr  scharf  hervor. 

Zum  Studium  der  Ablagerungsverhältnisse  der  Knochensalze  und 
zum  Nachweise  kalkloser  Knochenpartien  hat  dann  8,uch  Pommeb 
eine  Methode  angegeben,  welche  sich  auf  die  Eigentümlichkeit  der 
MüLLER’schen  Flüssigkeit  stützt,  daß  sie  nicht  nur  bei  länger  dauern- 
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der  Einwirkung  auf  die  Knochen  — durcli  ihre  nur  unvollständig  ent- 
kalkenden sauren  Salze  — diese  gut  schneidbar  macht,  sondern  hierbei 
auch  den  Unterscliied  zwischen  den  kalkhaltigen  und  kalklosen  Knochen- 
partien ausgeprägt  und  deutlich  erhält,  was  bei  iu  Säuren  entkalkten 
Knochen  nicht  der  Fall  ist.  Das  Verfahren  ist  folgendes: 

Die  Knochen  bleiben  so  lange  in  MüLLEii’scher  Flüssigkeit,  bis  sie 
mit  einem  scharfen  Easiermesser  eben  gut  schneidbar  geworden  sind. 

Es  hebt  sich  dann  in  den  angefertigten  Schnitten  die  verkalkte 
Knochensubstanz  durch  ilii-  homogenes  Aussehen  scharf  von  den  kalk- 
losen Knochenpartien  ab,  welch  letztere  auf  das  deutlichste  ihre 
fibrilläre  Struktur  hervortreten  lassen. 

Durch  Karmintinktion  wird  dann  das  Auffinden  kleiner  kalkloser 
Knochenteile  sehr  erleichtert,  und  die  Schnitte  gewinnen  überhaupt 
an  Übersichtlichkeit. 

Zur  Färbung  von  Knochen,  die  in  Säuren,  z.  B.  in  der  v.  Ebner- 
schen  Flüssigkeit,  entkalkt  sind,  empfiehlt  Pommer: 

1)  Dahlia  in  einer  Lösung  von  0,04  7oo  oder 

2)  Saifranin  0,10 — 0,16  oder 

3)  Methylgrün  0,30  ®/oo  und  mehr. 

In  12—18  Stunden  färben  sich  diejenigen  Partien,  die  vor  der 
Entkalkung  kalkhaltig  waren,  ziemlich  intensiv  in  einer  der  genannten 
Lösungen,  und  zwar  mit  Saifranin  oder  Dahlia  mehr  als  mit  Methylgrün. 

Die  schon  vor  der  Entkalkung  kalklos  gewesenen  Partien  bleiben 
dagegen  vollständig  farblos  und  kontrastieren  so  auf  das  deutlichste 
gegenüber  den  früher  kalkhaltigen  Teilen. 

Eine  Färbung  des  Knochengewebes  mit  Saffranin  ist  auch  von 
ScHEFEER  in  der  folgenden  Weise  empfohlen  worden: 

1)  Entkalkung  in  Salpetersäure  oder  salzsäurehaltiger  Kochsalz- 
lösung. 

2)  Färbung  in  wässeriger  Saffraninlösung  1 : 2000,  Va — 1 Stunde 
lang. 

3)  Abspülen  in  Wasser. 

4)  Übertragen  in  0,1-proz.  Sublimatlösung. 

5)  Glyzerinuntersuchung. 

Ein  Kontakt  der  Präparate  mit  Alkohol  ist  möglichst  zu  ver- 
meiden. Will  man  deshalb  die  Schnitte  als  Dauerpräparate  aufheben, 
so  zieht  man  sie  nach  der  Sublimatbehandlung  nur  flüchtig  durch 
Alkohol  und  entfernt  dann  das  Wasser  zum  größten  Teil  durch  Auf- 
drücken von  Fließpapier;  der  Eest  wird  durch  langes  Einlegen  in 
Bergamottöl  entfernt.  Dann  in  Kanadabalsam. 

An  unentkalktem  oder  durch  MÜLLER’sche  Lösung  unvollständig 
entkalktem  Knochen  kann  man  mit  Argentum  nitricum  (s.  p.  71) 
den  Kalk  zur  Darstellung  bringen.  Nachfärbung  in  Alauukarmin 
oder  Hämatoxylin-Eosin. 

Die  SHAKPEY’schen  Fasern  kann  man  au  entkalkten  Schnitten 
durch  Behandlung  mit  15-proz.  Kochsalzlösung  oder  konzentrierter 
Salzsäure  sichtbar  machen. 

Zur  Färbung  macht  man  nach  Kölliker  die  Schnitte  zuerst  iu 
konzentrierter  Essigsäure  durchsichtig,  und  färbt  sofort  V4— 1 Minute 
lang  in  unverdünnter  Lösung  von  Indigokarmin.  Auswaschen  in 
Wasser,  Einbettung  in  Glyzerin. 

Auch  nach  der  modifizierten  WEiGERx’schen  Fibrinfärbungsmethode 
von  Beneke  lassen  sich  die  SiiARFEv’schen  Fasern  darstelleu. 
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. Um  die  Höhlen  und  Kanälchen  des  Knochens  bis  in  ihre 
feiiisten  \ erzweignngen  sichtbar  zu  machen,  verfährt  man  nach 
V.  Recklinghausen  folgendermaßen: 

^ Die  Knochenschnitte  werden  mit  Alaunlösung  behandelt,  z.  B. 
duich  häibeii  in  einei  stark  alaunhaltigen  Lösung  von  Alaunkarmin 
und  dann  in  Glyzerin  oder  Alaunglyzerin  eingeschlossen.  Auf  diese 
Weise  füllen  sich  die  Kanälchen  mit  Kohlensäure,  welche  durch  den 
säuieaitig  viikenden  Alaun,  oder  auch  durch  saures  Glyzerin  aus  dem 
kohlensauren  Kalk  des  Knochens  frei  gemacht  wird. 

Man  kann  aber  die  Kanälchen  auch  dadurch  sichtbar  machen 
daß  man  sie  mit  einer  Farbstoiflösung  füllt,  z.  B.  nach  der  Methode 
von  ZiMMEMiANN:  Dünne  Schlilfe  werden  in  Xylol  entfettet  und  gut 
getrocknet,  in  einer  gesättigten  alkoholischen  Fuchsinlösung  mehrere 
Minuten  lang  gekocht  und  dann  zum  Trocknen  2—3  Tage  lang  auf 
die  beiden  Schenkel  einer  Pincette  derartig  aufgelegt,  daß  beide 
Flächen  noch  mit  Farbstofflösung  bedeckt  sind.  Schließlich  wird  der 
überflüssige  Farbstoff  vorsichtig  mit  einem  Skalpell  abgeschabt,  das 
Präparat  noch  einmal  in  Xylol  geschliffen,  abgepinselt  und  in  Xylol- 
kanadabalsam eingelegt. 

Zu  demselben  Zwecke  empfiehlt  Ruprecht  folgende  Methode: 

1)  Abfeilen  des  völlig  fettfreien  Schnittes  von  gut  mazeriertem 
Knochen  auf  0,3  mm  und  Entfernen  des  etwa  die  Poren  ver- 
stopfenden Feilstaubes  mit  dem  Skalpell. 

2)  Einlegen  einige_  Minuten  in  Äther,  schnelles  Erhitzen  des 
Schnittes  auf  einer  Glasplatte  und  Zurückbringen  des  noch 
heißen  Schnittes  in  ivther. 

3)  Übertragen  in  konzentrierte,  siedende,  alkoholische  Lösung 
von  Diamantfuchsin  und  5 Minuten  langes  Kochen.  Dann 
Erkaltenlassen  bis  unter  34  “ C. 

4)  Farbbad  bei  70  ° zur  Trockne  eindampfen  und  Entfernen  des 
Farbstoffes  von  der  Oberfläche  mit  dem  Skalpell. 

5)  Schleifen  (s.  unten).  Einbetten  mit  Kolophonium,  welches  in 
warmem,  wasserfreiem  Benzol  gelöst  ist. 

In  seltenen  Fällen  kann  mau  sich  zur  Untersuchung  pathologisch 
veränderter  Knochen  auch  der  Schliffe  bedienen.  Man  stellt  die 
Knochenschliffe  in  der  Weise  her,  daß  man  die  Stücke  zunächst  in 
konzentrierter  Sublimatlösung  fixiert,  in  Wasser  auswäscht  und  in 
Alkohol  nachhärtet.  Dann  wird  das  Stück  durchfärbt  (s.  p.  53),  kleine 
Stücke  abgesägt  und  diese  für  24  Stunden  in  sehr  dicke  Gummi- 
lösung und  ebensolange  in  96-proz.  Alkohol  gebracht.  Das  an  der  Luft 
getrocknete  Stück  wird  dann  zunächst  auf  der  einen  Seite  mit  immer 
feineren  Feilen  glatt  geschliffen,  mit  der  Schnittfläche  auf  eine  Glas- 
platte mittels  Gummilösung  aufgeklebt  und  nun  die  andere  _ Seite 
ebenfalls  mit  Feilen  von  zunehmender  Feinheit  geschliffen,  bis  der 
Schnitt  durchsichtig  ist. 

Neuerdings  hat  Arndt  *)  eine  nach  dem  Prinzip  des  Doppelmessers  konstruierte 
Präzisionssäge  hergestellt,  die  dünne  Knochenschnitte  liefern  soll. 

Ruprecht  empfiehlt  folgendes  Verfahren  zur  Anfertigung  von 
Schliffen : 


Vergl.  Schaffer  : Artikel  „Knochen  und  Zähne“  in  Enzyklopädie  der  mikro- 
skopischen Technik.  Berlin-Wien  190.‘3. 

Zeitschrift  für  wissenschaftliche  Mikroskopie  1901. 
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Knoclienschnitte  werden  auf  0,3  mra  abgefeilt;  der  trockene  Schnitt 
wird  zwischen  zwei  matten  Glasjjlatten  mit  gewöhnlichem  Bimatein- 
pulver  geschlilfeu,  welches  reichlich  und  wiederholt  mit  einer  Mischung 
von  Benzin  und  Vaselinöl  (10  : 1)  iibergossen  wird.  Dann  wird  der 
Schliff  auf  dem  Trockenstein  in  Benzin  und  Vaselinöl  mit  den  Fingern 
geglättet.  Schließlich  wird  mit  Benzin  abgewaschen,  getrocknet  und 
zwischen  Schreibpapier  poliert. 

Methode  von  Schmorl  zur  Darstellung  der  Knochenlakunen  und 
ihrer  Ausläufer. 

1)  Härtung  in  den  gebräuchlichen  Härtungsmitteln,  ausgenommen 
in  Sublimat,  am  besten  in  MÜLLER’scher  Flüssigkeit,  Formalin 
oder  ORTH’scher  Mischung. 

2)  Einbettung  ausschließlich  in  Celloidin. 

3)  Übertragen  der  Schnitte  in  Wasser  für  mindestens  10  Minuten. 

4)  Färbung  5 — 10  Minuten  oder  länger  in  einer  konzentrierten 
Lösung  von  Thionin  in  50-proz.  Alkohol  2 Teile  auf  16  Teile 
Wasser,  oder  in  NicoLLE’scher  Karbolthioninlösung  (s.  p.  81) 

5)  Abspülen  in  Wasser. 

6)  Übertragen  in  eine  heiß  gesättigte,  nach  dem  Erkalten  fil- 
trierte wässerige  Pikrinsäurelösung,  ^2 — 1 Minute  lang. 

7)  Abspülen  in  Wasser,  Übertragen  in  7Ö-proz.  Alkohol  so  lange, 
bis  sich  beim  Hin-  und  Herbewegen  der  Schnitte  keine 
größeren  blaugrünen  Farbwolken  mehr  ablösen,  meist  5 — 10 
Minuten  lang. 

7)  Entwässern,  Origanumöl  oder  Karbolxylol,  Kanadabalsam. 

Die  Knochensubstanz  ist  gelb  bis  gelbbraun  gefärbt,  kalkhaltige 
intensiver  gelb  wie  kalklose,  die  Zellen  sind  rot.  Nur  in  der  kalk- 
haltigen Knochensubstanz  sind  die  Knochenhöhlen  und  ihre  Ausläufer 
dunkelbraun  bis  schwarz,  in  der  kalklosen  Knochen  Substanz  treten 
sie  nur  dann  hervor,  wenn  man  mit  alkalischer  Thioninlösung  färbt 
(auf  10  ccm  Farblösung  1—2  Tropfen  Liquor  Ammon,  caustic.).  Es 
handelt  sich  nicht  um  eine  eigentliche  Färbung,  sondern  um  einen 
feinen  Farbstoflfniederschlag.  Dieser  Niederschlag  findet  sich  oft  auch 
in  anderen  feinen  Gewebsspalten ; man  kann  ihn  hier  manchmal 
wenigstens  teilweise  beseitigen,  wenn  man  die  Schnitte  nach  der 
Pikrinsäurebehandlung  für  Stunde  in  Wasser  zurückverbringt. 

Diese  Methode  ist  auch  für  Zähne  geeignet. 

Methode  von  Schmorl  zur  Darstellung  der  Grenzscheiden  der 
Knochenlakunen  und  ihrer  Ausläufer. 

1)  Härtung  d ü n n e r Knochenscheibclien  8 Wochen  lang  in 
MÜLLER’scher  Flüssigkeit;  Abkürzung  der  Härtungszeit  auf 
4 Wochen  bei  Bruttemperatur  ist  möglich.  Am  besten  Vor- 
fixierung in  Formalin. 

2)  Entkalken  in  Ebner’s  Entkalkungsflüssigkeit  (s.  p.  18). 

3)  Gründliches  Auswässern  in  fließendem  Wasser. 

4)  Härtung  in  Alkohol,  Celloidineinbettung. 

5)  Übertragen  der  Schnitte  in  Wasser  auf  10  Minuten. 

6)  Färbung  in  alkalischer  Thioninlösung  (auf  10  ccm  Farblösung 
1—2  Tropfen  Liquor  Ammon,  caust.)  3 Minuten  lang. 

7)  Übertragen,  für  wenige  Sekunden  oder  auch  länger,  mit  Glas- 
nadeln, in  konzentrierte  wässerige  Lösung  von  Phosphorwolfram- 
säure oder  Phosphormolybdänsäure. 


184  Muskeln  u.  Sehnen.  Sehnenscheiden.  Schleimbeutel.  Menschl.  Geschlechtsapparat. 

8)  Übertragen  in  Wasser,  meist  5 — 10  Minuten  lang,  bis  die 
graublauen  oder  grünblauen  Schnitte  himmelblau  geworden  sind. 

9)  Übertragen,  3 5 Minuten  lang,  in  verdünnte  Lösung  von 
Liquor  Ammon,  caust.  1 : 10. 

10)  Übertragen  in  mehrmals  zu  wechselnden  90-proz  Spiritus 

11)  Entwässern  in  96-Alkohol,  Karbolxylol,  Kanadabalsam. 

Lie  Methode  ist  bis  jetzt  nur  an  jugendlichen  Knochen  gelungen. 
\\  enn  die  Schnitte  überfärbt  sind,  behandelt  man  sie  vor  der  Ent- 
wässerung 5 Minuten  lang  in  Salzsäurespiritus  und  wäscht  sie  in 
Wasser  aus. 

Grenzscheiden  schwarzblau,  Knochengrundsubstanz  hellblau  bzw. 
grünlicliblau , zellige  Elemente  diffus  blau.  Bei  Ehachitis  sind  die 
Grenzscheiden  nur  in  den  kalkhaltigen  Partien  gefärbt. 

Muskeln  und  Seimen.  Sehnenscheiden.  Schleimheutel. 

Muskeln  und  Sehnen,  sowie  Sehnenscheiden  und  Schleimbeutel 
werden  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit  oder  in  Formalin  gehärtet.  Die 
Schnitte  von  Muskeln  lassen  sich  schlecht  anfertigen,  wenn  man  nicht 
in  Celloidin  einbettet.  Färbung  der  Muskeln  namentlich  mit  Häma- 
toxylin-Eosin , welch  letzteres  das  Protoplasma  deutlich  rot  färbt. 
Außerdem  Pikrokarmin,  Alaunkarmin.  Auch  Pikrinsäure  (s.  p.  53) 
eignet  sich  zu  Doppelfärbungen.  Gute  Färbungen  gibt  auch  die  Eisen- 
hämatoxylinmethode  von  Heidenhain. 

Mänulicher  und  weiblicher  Geschlechtsapparat. 

Härtung  in  MüLLER’scher  Flüssigkeit,  besonders  auch  in  Formalin. 
Einbettung  in  Celloidin,  namentlich  bei  Ovarien  und  Placenta. 

Die  Untersuchung  von  Schleimhautpartikeln  aus 
dem  Uterus  auf  Karzinom  nimmt  man  am  besten  in  der  Weise 
vor,  daß  man  die  Stückchen  in  Alkohol  härtet  und  in  Celloidin  ein- 
bettet. Es  ist  dann  ratsam,  gleich  mehrere  Stückchen  auf  einen  Kork 
aufzukleben  und  zusammen  zu  schneiden.  Man  erreicht  das  sehr  gut 
mittels  der  durch  Umhüllung  des  Korks  mit  Papier  hergestellten 
Schachteln  (s.  p.  24),  und  kann  dann  in  einem  Präparat  gleich  mehrere 
Schnitte  von  verschiedenen  Stellen  untersuchen. 

Es  erleichtert  und  beschleunigt  das  die  Untersuchung  sehr,  weil 
oft  nicht  gleich  das  erste  Stückchen,  welches  man  einzeln  schneidet, 
eine  zur  Untersuchung  geeignete  Stelle  enthält,  und  weil  man  so  viel 
mehr  Wahrscheinlichkeit  hat,  auch  Schnitte  zu  treffen,  in  denen  außer 
der  eigentlichen  Schleimhaut  noch  die  oberflächliche  Lage  der  Mus- 
cularis  mit  enthalten  ist.  Außerdem  kann  man  zur  Schnelldiagnose 
die  p.  35  beschriebenen  Methoden:  Forraalinhärtung  und  Schneiden 
auf  dem  Gefriermikrotom,  sowie  Umgießung  oder  Schnelleinbettung 
in  Paraffin  anwenden.  Die  Färbung  geschieht  in  diesen  Fällen  ein- 
fach mit  Hämatoxylin. 

In  ähnlicher  Weise  untersucht  man  Deciduafetzen  und  Pla- 
centarreste. 

Vaginalsekret  wird  auf  Bakterien  und  Schimmelpilze  nach  den 
allgemeinen  Regeln  untersucht  (p.  77—120). 
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Fünfzehntes  Kapitel. 

Mikroskopisclie  Untersuchungen  zu  gerichtlichen  Zwecken. 

Untersuchung  von  Blutspiireu. 

Handelt  es  sich  um  die  Frage,  ob  irgendwie  zur  Untersuchung 
kommende  Flecke  auf  Holz-  und  Metallgegenständen,  auf  Kleider- 
stoffen usw.  von  Blut  herrühreu,  so  hat  man  sein  Augenmerk  zu 
richten  entweder 

A.  auf  den  Nachweis  der  Blutkörperchen  selbst  mit 
ihrer  charakteristischen  Form  oder 

B.  auf  den  Nachweis  des  Blutfarbstoffes. 

A.  Will  man  in  noch  frischen  Flecken  Blutkörperchen  nach- 
weisen,  so  genügt  es,  etwas  von  dem  abgeschabten  Fleck  in  0,6-proz. 
Kochsalzlösung  — destilliertes  Wasser  ist  zu  vermeiden  — aufzu- 
weichen und  direkt  unter  dem  Mikroskop  zu  untersuchen. 

Da  die  Blutkörperchen  des  Menschen  und  der  Säugetiere  rund 
und  kernlos,  die  der  übrigen  Tiere  aber  oval  und  kernhaltig  sind, 
so  gestattet  eine  derartige  Untersuchung  auch  die  Beantwortung  der 
Frage,  ob  die  betreffende  Blutspur  vom  Menschen  resp.  Säugetier 
oder  von  einer  anderen  Tierart  stammt. 

Die  menschlichen  Blutkörperchen  sind  größer  als  die  der  Säuge- 
tiere. Sie  haben  einen  Durchmesser  von  0,0077  mm;  am  nächsten 
stehen  ihnen  in  der  Größe  die  des  Hundes,  dann  folgen  Kaninchen. 
Schwein,  Eind,  Pferd,  Katze  und  schließlich  Schaf.  Hinsichtlich  der 
Form  ist  zu  bemerken,  daß  die  Blutkörperchen  durch  gegenseitige 
Abplattung  mancherlei  Formveränderungen  eingehen  können,  daß  in 
den  Eandpartien  aber  oft  ganz  gut  erhaltene  Elemente  zu  finden 
sind.  Schnell  eingetrocknete  Blutkörperchen  bewahren  ihre  Form 
besser. 

Messungen  mit  dem  Mikrometer,  die  jedoch,  um  ein  sicheres  Ee- 
sultat  zu  erhalten,  an  möglichst  vielen  Blutkörperchen  vorgenommen 
werden  müssen,  gestatten  dann  einen  Wahrscheinlichkeitsschluß,  ob 
die  gefundenen  Blutkörperchen  menschlichem  Blut  entstammen  oder 
nicht.  Eine  sichere  Entscheidung  ist  nicht  möglich,  weil  die  Blut- 
körperchen sehr  rasch  Veränderungen  in  ihrer  Größe  und  Form  ein- 
gehen. Sind  die  Blutspuren  älter,  so  kann  man  ebenfalls  oft  noch 
Blutkörperchen  in  ihnen  nachweisen,  die  in  ihrer  charakteristischen 
Form  erhalten  sind. 

Es  genügt  aber  dann  zum  Nachweis  gewöhnlich  nicht  die  ein- 
fache Kochsalzlösung,  sondern  man  muß  andere  Zusatzflüssigkeiten 
verwenden.  Unter  diesen  empfiehlt  sich: 

1)  Die  30 -pro z.  Kalilauge,  bei  deren  Anwendung  man  sich 
vor  einer  Verdünnung  mit  Wasser  sorgfältig  zu  hüten  hat. 

2)  Flüssigkeit  von  Eoussin: 

Glyzerin  3 Teile 

konz.  Schwefelsäure  1 Teil. 

3)  Modifizierte  PAciNi’sche  Flüssigkeit: 

Sublimat  1,0 

Kochsalz  2,0 
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Darstellung  der  Häminkristalle. 


Glyzerin  100,0 
Wasser  300,0 

Man  verfährt  bei  der  Anwendung  dieser  Flüssigkeit  ebenfnlltj 
so.  daß  man  von  dem  teh;eftenden  Fle?k  etwas  abschfbt,  oder  wenn 
es  sich  um  blecken  auf  Kleidern,  Stoffen  iisw.  handelt,  etwas  davon 
zepupft  und  entweder  in  der  betreffenden  Flüssigkeit  ak  den  Obiekt- 
billigt  oder  die  betreffende  Zusatzflüssigkeit  erst  unter  dem 
pkroskop  zusetzt.  In  letzterem  Falle  beobachtet  man  direkt  unter 
dem  Mikroskop  das  Sichtbarwerden  der  Blutkörperchen , weil  dieselben 
nach  und  nach  durch  die  Einweichungsflüssigkeiten  verändert  Averden. 

Aut  Großeniinterschiede  der  Blutkörperchen  läßt  sich  natürlich 
bei  alten  Blutspuren,  wo  die  Blutkörperchen  noch  viel  mehr  ge- 

schrumpft  sind,  viel  weniger  geben  als  bei  der  Untersuchung  frischer 
Blutflecken. 


Zu  hüten  hat  man  sich  besonders  vor  der  Verwechslung  mit  den 
Sporen  einiger  Schimmelpilzarten.  Diese  letzteren  sind  aber  sehr 
resistent  gegen  Säuren  und  Alkalien. 

B.  Viel  sicherer  ist  der  Nachweis  des  Blutfarbstoffes  durch  Dar- 
stellung der  Häminkristalle. 

Das  Hämin  oder  salzsaiire  Hämatin  ist  ein  Derivat  des  Hämo- 
globins. Nach  ihrem  ersten  Entdecker  bezeichnet  man  die  Hämin- 
kristaUe  auch  als  TßiCHMANN’sche  Blutkristalle. 

Zu  ihrer  Darstellung  aus  eingetrocknetem  Blut  verfährt  man 
folgendermaßen : 

Befinden  sich  die  Flecken  auf  harten  Gegenständen,  z.  B.  Holz, 
so  werden  sie  sorgfältig  abgeschabt  und  die  braunrote  Masse  auf 
einem  Objektträger  oder  in  einem  flachen  Uhrschälchen  gesammelt 
und  in  einer  geringen  Menge  destillierten  Wassers  aufgelöst. 

Von  Flecken  in  Leinwand  oder  anderen  Stoffen  schneidet  man 
besser  kleine  Stückchen  aus,  legt  sie  auf  Objektträger  und  zieht  mit 
wenig  destilliertem  Wasser  aus. 

Nach  Entfernung  der  ausgezogenen  oder  ausgepreßten  Gewebs- 
stücke  sowie  etwaiger  Verunreinigungen  läßt  man  das  mehr  oder 
weniger  rot  gefärbte  Wasser  ein  trocknen,  setzt  dann  ein  stecknadel- 
kopfgroßes Tröpfchen  0,6-proz.  Kochsalzlösung  zu,  breitet  es  über 
die  Oberfläche  aus  und  läßt  wieder  eintrocknen.  Ist  dies  geschehen, 
so  kratzt  man  die  angetrocknete  Masse  mit  einem  Skalpell  etwas 
auf  und  trägt  mit  einem  Glasstab  reinen  Eisessig  — bei  verdünnter 
Essigsäure  gelingt  die  Probe  nicht  sicher  — auf,  deckt  mit  einem 
Deckgläschen  zu  und  erwärmt  über  einer  Spiritusflamme,  bis  der  Eis- 
essig Blasen  bildet.  Durch  fortgesetztes  gelindes  ErAvärmen  wird 
danach  der  Eisessig  verdampft,  und  es  scheiden  sich  bei  seiner  Ver- 
flüchtigung die  braunen  HäminkristaUe  aus.  Je  langsamer  das  Ver- 
dampfen d^es  Eisessigs  vor  sich  geht,  desto  größer  werden  die  Hämin- 
kristalle. Es  empfiehlt  sich  daher,  das  Verdampfen  unter  dem  Deck- 
glase zu  bewirken. 

Nach  Stryzowski  und  H.  U.  Kobert  gelingt  die  Eeaktion  noch 
erheblich  leichter,  wenn  man  statt  des  Chlornatriums  Jodnatrium  in 
derselben  Menge  zusetzt;  die  erhaltenen  Kristalle  haben  eine  mehr 
schwärzliche  Farbe.  Man  kann  so  noch  0,025  mg  Blut  = 0,002— 
0,003  Hämoglobin  nachweisen.  Daher  gelingt  auch  der  Naclweis  in 
den  Exkrementen  von  Wanzen,  Flöhen  und  Fliegen,  Amn  denen  die 
letzteren  übrigens  nicht  regelmäßig  Hämatin  im  Kote  haben. 


Darstellung  der  Hämiukristalle.  Untersuchung  der  Haare. 
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..Die  Häniinki'istalle  sind  in  Wasser  vollständig  unlöslicli,  ebenso 
in  Äther  und  Alkohol.  Sie  sind  schwer  löslich  in  Ammoniak,  ver- 
dünnter Schwefelsäure  und  in  Salpetersäure,  leicht  löslich  in  Kalilauge. 
Sie  stellen  größere  und  kleinere  rhombische  Täfelchen  dar,  entweder 
vereinzelt  oder  zu  Zwillingen  und  Mehrlingen  verbunden.  In  unvoll- 
kommen ausgebildetem  Zustande  erscheinen  sie  als  hanfsamenförmige 
Kristalle  von  brauner  bis  braunschwarzer  Farbe. 

Erst  die  Kristallform  zusammen  mit  der  eigentümlichen  Farbe 
sichert  die  Diagnose.  Dagegen  gestattet  weder  die  Kristallform  noch 
die  Größe  der  Kristalle  eine  Differentialdiagnose  zwischen  Menschen- 
und  Tierblut. 

Es  gibt  eine  Reihe  von  Momenten,  welche  den  Eintritt  der  Re- 
aktion beeinträchtigen,  in  selteneren  Fällen  auch  unmöglich  machen 
können.  Nach  Lewin  und  Rosenstein  sind  hier  als  praktisch  wichtig 
zu  nennen: 

1)  Längerer  Kontakt  des  Blutes  mit  Schwefelwasserstoff  (Fäulnis !) 
kanu  die  Reaktion  erschweren  oder  unmöglich  machen.  Eindampfen 
bis  zur  Trockne  ist  ebenfalls  hinderlich.  Hämatinhaltiges  Blut  gibt 
oft  die  Reaktion  nicht.  Hämochromogen,  durch  Reduktion  von  Hämatin 
entstanden,  liefert  keine  Häminkristalle,  Hämatoporphyrin  ebenfalls 
nicht. 

2)  Längerer  Kontakt  des  Blutes  mit  Ferrum  pulveratum  und  Fer- 
rum reductum  hebt  die  Reaktion  auf.  Eisenrost  (Instrumente!)  kann 
die  Reaktion  schon  nach  wenigen  Tagen  unmöglich  machen.  Dieselbe 
Wirkung  haben:  Ferrum  oxychloratum  und  Eisenchlorid,  während 
basisches  Eisenacetat  die  Reaktion  nur  erschwert  und  Ferrum  jodatum, 
F.  carbonicum  saccharatum  und  F.  citricum  fuscum  keine  hemmende 
Wirkung  haben. 

B)  Der  Kontakt  mit  Blei-,  Silber-  und  Quecksilbersalzen  ist  hinder- 
lich, ebenso  mit  Ätzkalk,  während  Kupfersalze  nicht  hindern. 

4)  Kontakt  mit  Kohle,  Sand  und  Ton  hindert  die  Reaktion. 

5)  Fett  soll,  entgegen  vielfach  herrschender  anderer  Meinung, 
die  Bildung  der  Häminkristalle  nicht  hindern.  Ebenso  ist  auch 
längere  Berührung  des  Blutes  mit  Gerbsäure  nicht  hinderlich.  Aus 
Blut,  das  auf  Eichenrinde  gestrichen  war,  konnten  L.  und  R.  noch 
nach  4 Wochen  die  Kristalle  in  typischer  Form  darstellen. 

C.  In  neuester  Zeit  beginnen  die  Untersuchungen  der  spezi- 
fischen Hämolysine  und  Präzipitine  auch  eine  forensisch-praktische 
Bedeutung  zu  erhalten,  indem  sie  unter  Umständen  einen  Beweis  ge- 
statten, ob  das  fragliche  Blut  oder  andere  Eiweißkörper  von  einem 
Menschen  — oder  von  welcher  Tierspezies  stammt.  Das  Prinzip  be- 
steht darin,  daß  in  dem  Serum  eines  mit  menschlichem  Blut  oder  Ei- 
weißstoffen vorbehandelten  Versuchstieres  Stoffe  auftreten,  die  eine 
streng  spezifische  hämolytische  oder  präzipitierende  Wirkung  nur  auf 
menschliches  Blut  oder  Eiweiß  ausüben. 

Untersuchung  der  Haare. 

Bei  der  gerichtsärztlichen  Untersuchung  von  Haaren  kann  es  sich 
zunächst  um  die  Frage  handeln,  ob  die  vorliegenden  Haare 
vom  Menschen  oder  vom  Tiere  stammen. 

Für  die  differentielle  Diagnose  ist  mikroskopisch  folgendes  maß- 
gebend: 


188 


Untersuchung  der  Haare. 


n . Schicht  des  Haares,  die  Cuticula,  besteht  aus 

fernen  Epidermisschuppen,  die  dachziegelartiff  übereinander  liegen  und 
mit  ihren  Spitzen  alle  nach  dem  freien  Ende  des  Haares^  sehen. 

enn  man  diese  Zellen  nicht  ohne  weiteres  deutlich  sehen  kann,  so 
setzt  man  verdünnte  Salpetersäure  zu.  Bei  den  meisten  Tieren  sind 
p^^iciila  viel  größer  als  beim  Menschen,  so  daß  sie 
viel  deutlicher  heryortreten.  Außerdem  stehen  die  Cuticulaschuppen 
bei  vielen  lieren  viel  mehr  ab  und  geben  daher  dem  Haare  ein  aus- 
gesprochener gezähntes  Aussehen  als  beim  Menschen. 


2)  Die  mittlere  Schicht  oder  die  Eindensubstanz  besteht  aus  lang- 
gestreckten Hornzellen.  Man  kann  dieselben  durch  Zusatz  von  ver- 
dünnter Salpetersäure  ebenfalls  deutlicher  hervortreten  lassen. 

Die  Eindensubstanz  prävaliert  beim  Menschen  an  Breite  sehr 
gegenüber  der  innersten  Schicht  der  Marksubstanz;  beim  Tier  findet 
gerade  das  umgekehrte  Verhalten  statt. 

3)  Die  zellige  Struktur  der  Marksubstanz  ist  beim  Menschen  nur 
sehr  undeutlich,  beim  Tiere  dagegen  sehr  in  die  Augen  fallend. 

Beim  Menschen  fehlt  die  Marksubstanz  häufig,  namentlich  auf 
einzelne  Strecken,  beim  Tiere  nur  sehr  selten,  und  dann  immer  nur 
an  ganz  vereinzelten  Haaren.  Selbstverständlich  muß  man  das  Haar 
in  seiner  ganzen  Länge  untersuchen. 

Für  die  Entscheidung  der  Frage,  ob  Haare  vom  Menschen  oder 
Tiere  stammen,  empfiehlt  es  sich  in  jedem  einzelnen  Falle,  zum  Ver- 
gleich sowohl  menschliche  Haare  wie  solche  von  den  gewöhnlichen  in 
Betracht  kommenden  Tierarten  zu  untersuchen. 


Bezüglich  der  Körperstelle,  von  der  zur  Unter- 
suchung kommende  Haare  stammen,  ist  zu  bemerken,  daß 
Barthaare  am  dicksten  zu  sein  pflegen,  mit  0,14 — 0,15  mm  im  Durch- 
messer, dann  folgen  der  Eeihe  nach  die  weiblichen  Schamhaare,  die 
Haare  der  Augenlider,  die  männlichen  Schamhaare,  die  männlichen 
Kopfhaare  und  schließlich  die  weiblichen  Kopfhaare  mit  etwa  0,06  mm 
Durchmesser.  Daß  hierbei  sehr  beträchtliche  individuelle  Unter- 
schiede Vorkommen,  darf  bei  der  Untersuchung  nie  vergessen  werden. 
Dazu  kommen  die  sehr  erheblichen  Altersunterschiede,  da  die  Haare 
der  Neugeborenen  bedeutend  dünner  sind  als  die  älterer  Kinder  und 
namentlich  von  Erwachsenen. 

Die  Haare  der  Neugeborenen  enden  in  einer  Spitze.  Ebenso 
sämtliche  Haare,  die  in  ihrem  natürlichen  Wachstum  durch  keine  In- 
sulte : Schneiden,  Druck  der  Kleidung,  Mazeration  durch  Schweiß  usw. 
gestört  wurden.  Verschnittene  Haare  zeigen  im  Anfang  eine  scharfe, 
quere,  später  eine  mehr  abgerundete  Trennung. 

Ausgerissene  Haare  zeigen  eine  in  der  Eegel  nach  unten 
offene,  kolbige  Wurzel,  mit  Kesten  des  Haarbalges;  ausgefallene  Haare 
besitzen  eine  nach  unten  geschlossene,  glatte,  atrophische  AVurzel. 

Für  die  Frage,  ob  bestimmte  Haare  einem  bestimm- 
ten Individuum  entstammen,  kommen  namentlich  Vergleichs- 
Untersuchungen  zur  Anwendung,  wobei  auf  die  Dicke  des  ganzen 
Haares  sowie  seiner  einzelnen  Schichten,  auf  die  Farbe  usw.  zu  achten 
ist.  Dabei  kann  es  von  Nutzen  sein,  die  Form  und  Beschaffenheit 
der  Querschnitte  der  zu  untersuchenden  Haare  miteinander  zu 
vergleichen.  Solche  Querschnitte  kann  man  zwar  auch  so  anfertigen, 
daß  man  auf  einer  festen  Unterlage  feine  Schnitte  mit  dem  Easier- 


Untersuchung  von  Samenflecken.  189 

messer  macht;  Aiel  empfehlenswerter  ist  aber  die  Einbettung  in 
Paraffin  (s.  p.  25). 

Untersuclmng  von  Samenflecken. 

Als  Vorprobe,  ehe  man  auf  Spermatozoen  selbst  untersucht,  kann 
man  Schüppclien  von  fraglichen  Samenflecken  auf  dem  Objektträger 
aufweichen  und  die  FLOKENCE’sche  Eeaktion  vornehmen.  Man  bringt 
zu  der  Aufweichungsflüssigkeit  eine  gleiche  Menge  von  Jodjodkali- 
lösung (Jod  1,65  — Jodkali  2,54  — M^asser  30).  Namentlich  da,  wo 
die  beiden  Flüssigkeiten  sich  berüliren,  entstehen  eigentümliche  läng- 
liche rhombische  Kristalle  von  verschiedener  Größe,  wenn  es  sich 
wirklich  um  menschliche  Samenflecken  handelt.  Fäulnis  behindert 
einesteils  an  den  Flecken  den  Eintritt  der  Eeaktion  und  kann  sie 
möglicherweise  an  anderen  Orten  hervorrufen,  ohne  daß  Samen- 
flecken vorhanden  sind. 

Wenn  es  sich  um  die  mikroskopische  Untersuchung  von  Flecken 
auf  das  Vorhandensein  von  Spermatozoen  handelt,  so  versucht  man 
zunächst,  ob  sich  von  den  auf  ihrer  Unterlage  mehr  oder  weniger 
fest  anhaftenden  Flecken  feine  Schüppchen  ablösen  lassen.  Derartige 
Schüppchen,  die  wegen  ihrer  Brüchigkeit  vorsichtig  behandelt  werden 
müssen,  werden  dann  auf  dem  Objektträger  mit  einem  Tropfen  destil- 
lierten Wassers  aufgeweicht,  wobei  man  die  Verteilung  dadurch  be- 
schleunigen kann,  daß  man  die  Schüppchen  mit  zwei  Nadeln  ausein- 
anderzupft. Die  Untersuchung  geschieht  mit  starker  Vergrößerung 
und  enger  Blendung. 

Ist  die  Substanz  aber  in  die  Unterlage  derartig  eingesogen,  daß 
eine  Ablösung  von  einzelnen  Schüppchen  unmöglich  ist,  so  schneidet 
man  von  der  Unterlage  ein  klein  Stückchen  aus  und  weicht  dasselbe 
in  einem  Uhrschälchen  mit  destilliertem  Wasser  — 2 Stunden  lang 

auf.  Hierbei  wird  ein  Aufquellen  der  Spermatozoen  verhindert,  wenn 
man  eine  geringe  Menge  Salzsäure  (1  Tropfen  auf  40  ccm  Wasser) 
zusetzt.  Wenn  man  dann  durch  Aufdrücken  eines  Nadelstiels  usw. 
das  Gewebe  auspreßt,  so  gibt  dasselbe  eine  molkige  Flüssigkeit  ab, 
die  direkt  untersucht  werden  kann. 

In  diesem  letzteren  Falle  kann  man  die  Untersuchung  auch 
sofort  auf  dem  Objektträger  vornehmen,  indem  man  von  dem  be- 
treffenden Stoff  ein  kleines  Partikelchen  in  Wasser  zerzupft;  es  ist 
aber  auch  bei  dieser  Untersuchungsmethode  eine  vorherige  Aufweichung 
des  Fleckes  dringend  zu  empfehlen. 

Wenn  man  Spermatozoen  gefunden  hat,  so  kann  man  in  der  be- 
kannten Weise  Deckglastrockenpräparate  herstellen  und  mit  neutralem 
Karmin  oder  mit  Fuchsin  färben.  Auch  Doppelfärbung  mit  Häma- 
toxylin  und  Eosin  gibt  gute  Bilder. 

Ungee  empfiehlt  ganz  besonders  Färbung  (1  bis  mehrere  Stunden 
lang)  in  folgender  Färbungsflüssigkeit: 

Methylgrün  0,15—0,3 

Wasser  100,0 

. Salzsäure  3 Tropfen. 

Diese  Flüssigkeit  kann  einerseits  als  Erweichungsflüssigkeit  für 
den  zu  prüfenden  Stoff  dienen;  es  wird  dann  direkt  unter  dem  Mikro- 
skop untersucht:  sie  kann  anderseits  aber  auch  noch  zur  Färbung 
der  Deckglastrockenpräparate  angewandt  werden.  Der  hintere  Teil 
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des  Kopfes  wird  intensiv  dunkelgrün,  der  vordere  Teil  hellgrün,  das 
Mittelstück  und  der  Schwanz  heller  als  das  hintere  Kopfstück. 

Untersuchung  von  Deciduaresten. 

Da  die  Decidua  graviditatis  durch  ihre  großen,  polygonalen 
oder  mehr  rundlichen  Zellen  sich  von  allen  sonst  in  Betracht  kommen- 
den Gewebsbestand teilen  in  charakteristischer  Weise  unterscheidet, 
so  kann  ihre  Untersuchung  bei  Verdacht  auf  stattgehabten  Abort 
notwendig  werden. 

Man  untersucht  entweder  frisch  an  Zupfpräparaten,  oder  besser 
nach  vorheriger  Härtung  in  Alkohol  an  kleinen  Schnitten.  Diese 
lassen  sich  aus  freier  Hand  herstellen;  auch  kann  man  sie  in  einem 
Zylindermikrotom  mit  Paraffin  umgießen  (s.  p.  82)  und  dann  schneiden. 
Ebenso  kann  mau  zwischen  frischem  Hollundermark  oder  gehärteter 
Leber  (s.  p.  30)  schneiden.  Am  zweckmäßigsten  ist  Einbettung  in 
Celloidin  oder  Paraffin. 

Zur  Färbung  dient  am  besten  Hämatoxylin. 
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Chitin,  Nachweis  118. 
Chlorpalladiumlösnng  zur  Entkalkung 
18. 

Cholerabazillen  111. 

„ Nach  weis  im  D arminhalt 

111.  146. 

Choi’ioidea,  Pigmentuntersuchung  179. 
Chromauieisensäure  zur  Darstellung  von 
Mitosen  57. 

Chrompikrinsäure  57. 

Chromogen  172. 

Chromsäure  zur  Entkalkung  18. 

„ „ Isolation  7. 

„ Darstellung  der  Mitosen 
56. 

Ciaglinski,  Achsenzylinderfärbung  160. 
Claudius,  Gram’sche  Färbung,  Modifi- 
kation 81. 

Coccidien  118. 

Cochenillealaunlösung  160. 

Cohniieim,  Goldmethode  161.  179. 

„ Injektionsfiüssigkeit  21. 
Cornea  179. 

„ vitale  Färbung  bei  Frosch  60. 
Corning,  Modifikation  der  Golgi’schen 
Methode  166. 
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Corpora  araylacea  67. 

Cox,  Färbung  der  Ganglienzellen  157. 

„ Modifikation  der  Golgi-lletbode  164. 
Curselininnii’sche  Spiralen  151. 
Cysticercus  cellulosae  118. 

Cystin  150. 

Czaplewski , Tuberkelbazillenfärbnng 
107. 

Czokor’s  Cochenillealaunlösung  160. 


D. 

DnrkschOM’itscli,  Methode  für  Serien- 
schnitte 37. 
üariu  145. 

„ Konkremente  146. 

Daruiiiilialt  145. 

„ Blutnachweis  145. 

„ Cholerabakterien  111.  146. 

Deciduareste  184.  190. 
üeckglas  4. 

Deckglaskitt  42. 

Deckglastrockeninethodc  79.  123. 
Deetjen-Agar  122. 

Degeneration,  amyloide  66. 

„ fettige  62. 

hyaline  66. 

„ kolloide  56. 

„ schleimige  65. 

Degeneratiye  Veränderungen,  Unter- 

suchung 61. 

Derniatophyten  144. 

Dimmer,  Methode  der  Serienschnitte  36. 
Dinitroresorcinfärbung  der  Nerven  178. 
Diphtheriebacillus  98. 

„ Darstellung  der  Pol- 

körner 99. 

Diplococcus  intraceUularis  meningitidis 
97. 

„ pneumoniae  96. 
Doppelfärhung  51. 

Doppelniesser  31. 

Doutrelepont,  SyphilisbazUlen-Färbung 
104. 

Drittelalkohol  7. 

Drüsen,  Färbung  51. 


E. 

Ebner’s  Entkalkungsflüssigkeit  18. 
Echinococcus  117. 

Ehrlich,  Blntuntersuchirng  123 ff. 

„ Deckglastrockenpräparate  von 

Blut  123. 

„ Gentianaviolettlösung  57. 

„ Hämatoxylineosinlösnng  53. 

„ üämatoxylinlösuug,  saure  46. 

53. 

„ Mastzellen,  Darstellung  75. 

„ Tuberkelbazillenfärbung  106. 

Einhettnngsinethuden  23. 

Einstich  verfahren  zur  Injektion  22. 
Eisen,  Nachweis  70. 

EiseiichIori(irilrbung  des  Nervensystems 
178. 


Eiseuliilmatoxyliiifilrbung  59. 
Eiterkokken  94. 

Eiweilllösung  zum  Aufkleben  von  Pa- 
raffinschnitten 28. 

Elastische  Fasern,  Darstellung  140. 

„ „ im  Sputum  151. 

Endokarditis  138. 

Entartung,  amyloide  66. 

fettige  62. 
hyaline  66. 

„ kolloide  66. 

„ schleimige  65. 

Entkalkung  16. 

Entwllsserung  von  Celloidinpräparaten 
23.  43. 

Entzündungsversuch  76. 

Eosin  52. 

Eosinophile  Zellen  125. 

„ „ im  Sputum  151. 

Erlicki’sche  Flüssigkeit  12. 

Erineugem,  van,  Geißelfärbung  84. 
Erysipelkokkeu  95. 

Esniarch,  Rollverfahren  94. 

Essigsäure  zur  Untersuchung  frischer 
Präparate  8. 

Exner,  Darstellung  markhaltiger  Nerven- 
fasern 171. 


F. 

Fadenpilze  116. 

Färbetechnik,  Allgemeines  40. 

„ frischer  Präparate  10. 

Färbung  der  Kerne  44. 

„ diffuse  51. 

„ doppelte  51. 

„ frischer  Präparate  10. 

„ ganzer  Stücke  53. 

Fasern,  elastische,  Darstellung  140. 

„ „ im  Sputum  151. 

„ Sharpey’sche  181. 
Ferrocyankaliuiureaktion  auf  Eisen  70. 
Fettkörncheuzellen  im  Zentralnerven- 
system, Darstellung  152.  153. 
Fettreaktionen  61. 

Fettgewebsnekrose  65. 

Fibrin  133. 

Fixierung  10. 

Flechsig-Golgi,  Darstellung  d.  Ganglien- 
zellenausläufer 164. 

Fleinniing’s  Säuregemisch  55.  62. 
Florence’sche  Reaktion  189. 

Florinanii’s  Aktinomycesfärbuug  114. 
Fluoresciii,  Entfärbung  durch  79. 
Flüssigkeiten,  Untersuchung  8. 

Foä,  Härtungsflüssigkeit  für  Blut  in  Ge- 
weben 132. 

Fol’s  Entkalkungsflüssigkeit  19. 

„ Fixierungsflüssigkeit  57. 

Forinalin  als  Härtungsmittel  11. 

„ „ Isolationsflüssigkeit  7. 

„ „ Zusatzflüssigkeit  9. 

„ Härtung  zur  schnellen  Ge- 

schwulstdiagnose 11.  35.  74. 
„ Härtung  von  Gelatinekulturen 

88. 
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Fonnalin,  Härtung  des  Zentralnerven- 
systems 152. 

„ Mischung  mit  MUller’scher 

Flüssiglceit  nach  Orth  12. 

„ nach  Kaiserling  15. 

„ nach  Melnikow-Raswedenkow 

15. 

„ -Salpetersäure  z.  Entkalkung 

Friiukol,  Schimmelpilzuntersuchung 

F’reiid,  Goldfärbung  der  Achsenzylinder 
161. 

F'riedläiider’s  Kapselbacillus  97. 
l'iichsmessigsäure  9. 

F'iichsinfärbiing  der  Bakterien  nach 
Pfeiffer  86. 


G. 

Gabbet,  Tuberkelbazillenfärbung  107. 
Gallaiid,  Blutuntersuchung  124. 
GalleiifarbstolF,  Konservierung  147. 
Gallenkapillaren,  Darstellung  147. 
Ganglieuzellcu,  Färbung  155.  163. 
Gefäße,  Untersuchung  137. 
Gefriermikrotom  34. 

Gehörorgan  179. 

Geißeln  der  Bakterien  83. 

Gelatine  91. 

Gelatinekulturen,  Konservierung  durch 
Formalin  88. 

„ Schnittpräparate  da- 

von 88. 

Gentiauaviolett,  Bakterienfärbung  85. 

„ Kernfärbung  50. 

Gentianaviolettlösung  von  Ehrlich  57. 
Geschlechtsorgane,  Untersuchung  184. 
Geschwülste,  Schnelldiagnose  11.  35.  74. 
Geschwulststückchen,  Umgießung  mit 
Paraffin  32. 

Gewebe,  kollagenes  142. 

Giacomi,  Syphüisbazillenfärbung  104. 
Gieson,  van,  Färbungsmethode  53. 

n n n -^chsen- 

zylinder  159. 

Glasgegenstände  4. 

Glasnadeln  5. 

Gliafasern,  Darstellung  172  ff. 
Glykogen,  Nachweis  69. 

Glyzerin  zur  Untersuchung  frischer  Prä- 
parate 8. 

„ zur  Einlegung  von  Schnitten  42. 

Glyzerinagar  91. 

Glyzerinätherlösiing  143. 
Glyzerineiweißlösung  zum  Aufkleben 
von  Paraffin])räparaten  28. 
Glyzeringelatine  zum  Aufkleben  auf 
Kork  32. 

Goldfärbung  von  Cohnheim  161.  179. 

„ von  Freud  161. 

„ von  Mays  175. 

„ von  Upson  161. 

Golgi,  Silbermethode  für  Ganglienzellen 
175. 


Golgi,  Sublimatmethode  für  Ganglien- 
zellen 163. 

Golgi-Flechsig,  Methode  zur  Darstellung 
der  Gauglieuzellenausläufer  164. 
Gonokokken  95. 

„ Schnelldiagnose  95. 

„ Züchtung  96. 

Gram’sche  Färbung  für  Bakterien  81.  86. 

n „ „ Mitosen  58. 

Granulation  der  weißen  Blutzellen  125  ff. 

„ vitale  59  ff. 

Grenachcr’s  Karmin  126. 

Guddeii,  Formalinpräparate,  Mark- 
scheidentärbung  168. 

„ Mikrotom  33. 

„ Umgießungsmasse  33. 

Gummiglyzerin  14. 

Gummikollodiumplatteu  für  Serien- 
schnitte 36. 


H. 


Haare,  Untersuchung  187. 

Hämalaun  46. 

Hämatein  45. 

Hämatin,  salzsaures  186. 

Hämatoidin  71. 

Hämatoxylineosinfärbung  von  Amyloid 

68. 

Hämatoxylineosinlösung  von  Ehrlich 
46.  53. 

Hämatoxylinfärbung  44. 

„ Doppelfärbung  mit 

Eosin  52. 

„ Doppelfärbung  mit 

Karmin  51. 

„ Doppelfärbung  mit 

Pikrinsäure  53. 

„ nach  Apathy  47. 

„ „ Benda  56. 

„ „ Ehrlich  53. 

„ „ Heidenhain 

46.  59. 

„ „ Kulschitzky 

f.  d.  Zentral- 
nervensyst. 
170. 

„ „ Weigert  für 

das  Zentral- 
nervensyst. 
167.  169. 


Häminkristalle  186. 

Hämoglobin,  Fixierung  123.  124. 

„ Zusatz  zu  Bakteriennähr- 

böden 91. 

Hämosiderine,  Nachweis  71. 
Härtungsmethoden  10. 

Hall,  Eisennachweis  73. 

Harn  149. 

„ Tuberkel-  und  Smegmabazillen  149. 
Harnapparat  148. 

Harngelatine  für  Typhusbazillen  103. 
Harnsäure  150. 

Harnzylindor  149. 

Harris,  Amyloidnachweis  68. 
Protozoenfäbung  119. 


Kegister. 


195 


lliiiite,  seröse  139. 

Haut  140. 

„ Bakterien  144. 

Harem,  Blutfixierung  124. 

„ Flüssigkeit  123. 

Hefe,  UntersucTiung  116. 

Heideiiliaiii,  Eisenhämatoxyliufärbg.  59. 
„ Eisenhämatoxylinfiirbungz. 

Darstellung  d.  Verhornung 
143. 


n 


Hämato-xylinfärbung  46. 
-Biondi,  Färbung  50. 

„ „ der  Mito- 

sen 56. 


Held,  Ganglienzellenfärbung  157. 
Herinauu,  Fixierungsflüssigkeit  56. 
Herxheimer,  Darstellung  der  elastischen 
Fasern  141. 

„ Fettfärbung  65. 

Herz,  Untersuchung  137. 
llirnuährbodcn  für  Gonokokken  96. 

,,  ,,  Tuberkelbazillen  108. 


Hohlspiegel  1. 

Holluudermark  zum  Einbetten  30. 

„ -pliittchen  zur  frischen 

Untersuchung  61.  121. 
Holzessig,  Entkalkung  19. 

Honegger,  Karmin,  neutrales  51. 
Honseil,  8megmabazillen  110. 

Hopfenöl  43. 

Hornfärhung  143. 

Hoyer,  Mnzinfärbung  65. 
Hühnercholera  82. 

Hyalin  66. 


I. 

Japanische  Methode  zum  Aufkleben  Ton 
Paraffinschnitten  28. 
Imniersiouslinseu  1.  2. 

Imprägnation  mit  Kalksalzen  70. 
Influenzabacillus  102. 

Infusorien  118. 

Injektion  der  Lymphgefäße  22. 

,,  physiologische  23. 
Injektlonsverfahreu  20. 
Jodgriinreaktion  auf  Amyloid  67. 
Jodlösung  9. 

„ zur  Isolation  7. 

Jodreaktion  auf  Amyloid  66. 

„ „ Corpora  amylacea  67. 

„ „ Glykogen  69. 

„ „ Stärkekörner  67. 

Jodsclnrefelsäurereaktion  auf  .4^myloid 

67. 

n „ Cellulose 

67. 

Irisblende  3. 

Isolationsfliissigkeiteii  6. 


K. 

Kaiserling,  Sammlungspräparate  in  na- 
türlichen Farben  15. 


' Kali  aceticum  zur  Untersuchung  frischer 
^ Präparate  8. 

I „ „ zur  Aufbewahrung  von 

I Schnitten  43. 

Kalilauge  7.  9. 

„ Verstärkung  der  Färbekraft 
durch  Zusatz  von  78. 

Kalk,  kohlensaurer  70.  150. 

„ oxalsaurer  150. 
j „ phosphorsaurer  70.  150. 
Kalksalze,  Imprägnation  70. 
Kauadabalsam  43. 

Kapillarattraktion  beim  Aufkleben  von 
Paraffiupräparaten  27. 

Kapselbacillus  von  Friedländer  97. 
Karbolfiichsiu  79.  96.  107. 
Karbohvasser  79. 

I Karbolxylol  36.  43. 

Karmin  von  Beale  49. 

„ Grenacher’s  126. 

„ alkoholisches  49. 

„ neutrales  51. 

„ „ zur  Färbung  des  Ner- 

vengewebes 154. 159. 
Kartoffel  als  Nährboden  92. 

Käse  als  Einbettungsmittel  30. 
Keratohyaliii  142. 

Kernfärbungen  44. 
Kernteilungsflgiiren  54. 
Klatschpräparate  93. 

Klein,  Sporenfärbung  89. 
i Knochenuiark,  Untersuchung  138. 
Kuochensystem,  Färbung  nach  Pommer 
181. 

„ Färbung  nach  Scheffer 

181. 

„ Färbung  nach  Schmorl 

183. 

„ Kanälchen,  Darstellung 

182 

„ Schliffe  182. 

' ^ „ Untersuchung  180. 

Knorpel,  Färbung  180. 

Kochmethode  zur  Härtung  15. 
Kochsalzlösung  6. 

Kockel,  Fibrinfärbung  135. 

Kollageues  Gewebe  142. 

Kollmanii’s  lujektionsmasse  21. 
KoUodiumplatten  für  Serienschnitte  36. 
38. 

KoUoid  66. 

Koudensationswasser  92. 

„ Impfung  desselben 

94. 

Kondensor  2. 

Kossa,  V.,  Kalkfärbung  71. 

Kristalliuse,  Isolation  179. 

Krouthal,  Modifikation  der  Golgi’scheu 
Methode  165. 

Kühiie’s  Methylenblaufärbuug  87. 
Kulturverfahren  der  Bakterien  90.  92. 
Kultschitzkj^,  Färbung  der  Nervenfasern 
170. 

„ Gliafasern,  Darstellungl74. 

Kiipforbeize  für  Gliafärbung  172. 

I)  „ Fettgewebsnekrose  65. 
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Lacviilosc  43. 

„ zur  Konservierung  von  Schnit- 
ten 43.  64. 

Lumpe  zum  Mikroskopieren  3. 
Laiighans,  Methode  der  Serienschnitte 
37. 

„ Nachweis  von  Glykogen  69. 
Laurent,  Methylenblaueosinlösung  131. 
Laven  delöl  43. 

Leber  147. 

Leim,  flüssiger,  zum  Aufkleben  auf  Kork 
32. 

Leiminjektionsmasseii  21.  22. 
Lenhossök,  Färbung  der  Ganglienzellen 
156. 

Leonhardi’sche  Tinte  67. 

Leprabacilliis  110. 

Leucin  150. 

Leukocyten,  Isolierung  nach  Plato  122. 
Litliioukarmin  47. 

Löfller’s  Färbung  von  Bakterienschnitt- 
präparaten 85. 

„ Färbung  der  Geiseln  und  Wim- 

perhaare der  Bakterien  83. 

„ Methylenblau  78. 

„ Serum  für  Kultur  v.  Diphtherie- 

hazillen  99. 

Lubarsch,  Glykogennachweis  70. 
Lugol’sche  Lösung  9. 

Luithlen  und  Sorgo , Ganglienzellen- 
färbung 157. 

Lunge  150. 

Lupe  4. 

Lustgarten,  Syphilisbazillenfärbung  104. 
Lymphdrüseii  138. 

Lymphgefäße,  Injektion  22. 


Magen,  Härtung  145. 

„ Differenzierung  der  Haupt-  und 
Deckzellen  146. 
Malariaplasmodien  119. 

Mallory,  Färbung  der  Achsenzylinder 
158. 

„ Färbung  der  Glia  174. 

„ „ von  Protozoen  119. 

Manchot,  Darstellung  der  elastischen 
Fasern  141.  142. 

Marchi,  Untersuchungsmethode  des  Zen- 
tralnervensystems 153. 
Markscheideufärbiiiig  167  ff. 

„ an  Formalinprä- 

paraten 168. 

Maskenlack  42. 

Mastzcllen  75.  143. 

Mastzcllcnkörnung  126. 
Mäiiscseptikämie,  Bacillus  102. 

Mays,  Nervenendigung  175. 
Mazcrationsfliissigkeitcn  6. 
Mclnikow-ltaswedenkow,  Formalinhär- 
tung mit  Erhaltung  der  Farbe  15. 


Metallinstriimente  5. 

Methylenblau,  polychromes  68.  143. 

, >>  zur  vitalen  Färbung  60. 

Methylenblaufärbung  von  Kühne  87. 

,,  ,,  , )i  . „ Löffler  78.85. 

Methylenblauinjektion  zur  Darstellung 
der  perijiheren  Nerven  176. 
Methylgriinreaktion  auf  Amyloid  67. 
Methylviolettreaktion  auf  Amyloid  67. 
Mikroskope  1.  2. 

Mikroskopierlampen  3. 

Mikrotome  31. 

Milch  als  Nährboden  92. 

Milchsäure,  Entkalkung  19. 

Milz,  Untersuchung  138. 
Milzbrandbazillen  98. 

Möller,  Sporenfärbung  89. 

Muchämatin  65. 

Müller’sche  Flüssigkeit  11. 

))  „ als  Isolations- 

flüssigkeit 7. 

Muskel,  Untersuchung  184. 
Muskeltrichine  177. 

Muzikarmin  65. 

Muzin,  Färbung  65.  180. 


N. 

Nadel,  stumpfe,  für  Präparate  5. 
Nährböden  für  Bakterien  90. 
Nährbouillon  90. 

„ Alkalisierung  91. 

Natron,  harnsaures  150. 

„ saures,  harnsaures  150. 
Natronlauge  9. 

Neißer,  Schnittpräparate  von  Gelatine- 
kulturen 88. 

„ Diphteriehazillenfärbung  99. 

Nekrose  61. 

Nelkenöl  43. 

„ -Kollodium  zum  Aufkleben  von 

Paraffinschnitten  28. 
Nervensystem,  zentrales  152. 

„ peripheres  175. 

Neurofibrillen  158. 

Neuroglia  172. 

Neutralrot  zur  Blutuntersuchung  121. 

„ zur  Darstellung  von  Zell- 

einschlüssen 59. 

„ zur  vitalen  Färbung  59. 

„ zur  Ganglienzellenfärhung 

157. 

Nicolle,  Thioninlösung  69. 

Niere  148. 

Nigrosiufärbuug  der  Achsenzylinder  162. 
Nikiforoir,  Deckglastrockenpräparate  von 
Blut  124. 

„ Färbung  drüsiger  Organe  51. 

„ Nervenfärbung  171. 

„ Rekurrensspinllen,  Färbung. 

112. 

Nissl,  Färbung  der  Ganglienzellen  155. 
Nitrosoindolreaktion  112. 

Nochte,  Modifikation  der  Färbung  von 
Eoinauowsky-Ziemann  130. 
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O. 

Objektivliiise  1. 

Objekträger  4. 

„ lioblgeschliffene  77. 

Obrogiii,  Modifikation  der  Golgi’scben 
Methode  163. 

Odem,  malignes  98. 

Oliiumersiou  1.  2. 

Obr  179. 

Okular  1. 

Okularmikrometer  4. 

Öppel,  Darstellung  des  Faserwerks  dev 
Leber  148. 

Orceiufärbung  des  Aktinomyces  114. 

„ d.  elastischen  Fasern  140. 

Origanuniöl  43. 

Orseillefärbung  des  Aktinomyces  114. 
Orth,  Härtungsflüssigkeit  12. 
Osmiummethode  von  Exner  für  mark- 
haltige Nervenfasern  171. 
Osmiumsüure  als  Härtungsflüssigkeit  14. 

„ als  Isolationsflüssigkeit  7. 

„ als  Zusatzflüssigkeit  9. 

„ als  Zusatz  zu  Entkalkungs- 

flüssigkeiten 19. 


P. 

Pacini’sche  Flüssigkeit  185. 

Pal,  Färbung  markhaltiger  Nervenfasern 
169. 

Pankreas,  Untersuchung  147. 
Pankreasextrakt  39. 

Papierschachtelu  für  Celloidinpräparate 
24. 

Pappenheim,  Blutuntersuchung  121. 124. 
125.  127. 

,,  Smegmabazillen  110. 
Parafflncelloidineinbettung  29. 
Parafflueinbettuug  25. 
Paraftinpräparate,  Aufkleben  auf  den 
Ohjektträger  27. 

„ Serienschnitte  35. 

Parafftnumgießung  32. 

Parasiten,  tierische  117. 

Pestbacillus  111. 

Petri’sche  Schalen  93. 

Pfeiffer,  Fuchsinfärhung  von  Bakterien- 
schnittpräparaten 86. 

Pfeiffer’sche  Reaktion  112. 
Phlorogluzinmethode  zur  Entkalkung  7. 
Pick-Jacobsohn,  Bakterienfärbung  80. 
Pigmentatrophie  62. 

Pigmentbildung  71. 

Prikinsäure,  Doppelfärhung  53. 

„ Entkalkirng  19. 

„ Härtung  13. 

Pikrokarmin  48. 

Pikrolithionkarmin  48. 
Plnselverfahren  für  Schnitte  39. 
Placentarrest,  Untersuchung  184. 
Planspiegel  1. 

Plasmazcllen  143. 

Plasmodien  119. 


Platner,  Eisenchloridfärbung  des  Nerven- 
.systems  178. 

Plattenkulturverfahren  92. 
Pneumouiecocciis  96. 

Pommer,  Knochenfärhung  181. 
Präparate,  frische,  Färbung  10. 

„ „ Untersuchung  5. 

„ „ Schnitte, Anfertigung 

30. 

Präpariei’uadel  5. 
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Ströhe,  Achsenzylinderfärbung  160. 
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Sudan  zum  Nachweis  des  Fettes  64. 
Syphilisbazillen  104. 


T. 

Tandler,  Injektionsmasse  21. 
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„ Fasern,  elastische  Färbung 

140. 

„ Fibrinfärbung  133. 

„ Gliafärbung  172. 

„ Hämatoxylin  z.Markscheideu- 
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Zalewski,  Eiseunachweis  72. 
Zedernholzöl  43. 
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